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(57)【要約】
　本発明は、グリア芽腫を阻害する化合物、特にグリア芽腫を治療するためのガンボギン
酸アミドおよびその誘導体に関する。その上、本発明の化合物を用いる治療が患者に適し
ているかどうかを決定する方法も開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩ：
【化１】

【化２】

【化３】

［式中
　Ｘはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾンであり；
　Ｙはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
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ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾンであり；
　Ｒ１は水素、置換アルキル、アシル（ＲａＣＯ－）またはカルバミル（ＲｂＲｃＮＣＯ
－）であり；ここで、Ｒａは水素、置換低級アルキル、置換アリール、置換低級アラルキ
ル基またはＮ－スクシンイミジルであり；ＲｂおよびＲｃは、独立して、水素、置換ヘテ
ロアルキル、置換低級アルキル、置換アリール、置換ヘテロアリールまたは置換低級アラ
ルキル基であり；
　Ｒ２はプレニルまたは水素であり；および
　Ｒ３は、あるとすれば、水素、ハロゲン、ヒドロキシル、置換アルキル、シクロアルキ
ル、アルコキシ、アルキルチオまたはアミノを意味する］
で示される、グリア芽腫の治療に用いるための化合物またはその塩。
【請求項２】
　（ｉ）式Ｉで示される化合物であって、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニル
、およびＹがカルボニルであるか；
　（ｉｉ）式ＩＩで示される化合物であって、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｒ３が水素
、ならびにＸおよびＹがヒドロキシメチニルであるか；
　（ｉｉｉ）式Ｉで示される化合物であって、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボ
ニル、およびＹがヒドロキシメチニルであるか；
　（ｉｖ）式Ｉで示される化合物であって、Ｒ１がアセチル、Ｒ２がプレニル、Ｘがカル
ボニル、およびＹがカルボニルであるか；または
　（ｖ）式ＩＩＩで示される化合物であって、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、およびＸが
カルボニルである、請求項１記載の化合物。
【請求項３】
　治療されるグリア芽腫が、原発性グリア芽腫、再発性グリア芽腫、Ｏ６－メチルグアニ
ン－メチルトランスフェラーゼ（ＭＧＭＴ）遺伝子のプロモーターのメチル化が増大した
グリア芽腫、ＭＧＭＴのプロモーターのメチル化が増大していないグリア芽腫、ｐ５３の
変異したグリア芽腫、ｐ５３の変異していないグリア芽腫、Ｂ－細胞インヒビターにおけ
るカッパ軽鎖ポリペプチド遺伝子エンハンサー（ＮＦＫＢＩＡ）をコードする遺伝子の改
変しているグリア芽腫、ＮＦＫＢＩＡをコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫、
上皮細胞成長因子受容体（ＥＧＦＲ）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、Ｅ
ＧＦＲをコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫、血小板由来成長因子受容体（Ｐ
ＤＧＦＲＡ）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、ＰＤＧＦＲＡをコードする
遺伝子の改変していないグリア芽腫、イソクエン酸脱水素酵素１（ＩＤＨ１）をコードす
る遺伝子の改変しているグリア芽腫、ＩＤＨ１をコードする遺伝子の改変していないグリ
ア芽腫、１型神経線維腫（ＮＦ１）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、およ
びＮＦ１をコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫からなる群より選択される、請
求項１または２記載の化合物。
【請求項４】
　グリア芽腫が、ＣＤ１３３、ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＧメンバー２（ＡＢＣ
Ｇ２）、アルデヒド脱水素酵素１（ＡＬＤＨ１Ａ１）、ムサシホモログ１（ＭＳＩ－１）
、ネスチンおよび性決定領域Ｙ－ボックス２（ＳＯＸ－２）からなる群より選択される遺
伝子を過剰発現または発現する細胞を含む、請求項１または２記載の化合物。
【請求項５】
　グリア芽腫が幹様細胞の一部を含む、請求項１～４のいずれか一項に記載の化合物。
【請求項６】
　投与から１０日まで間、グリア芽腫細胞の細胞成長を遅らせる、請求項１～５のいずれ
か一項に記載の化合物。
【請求項７】
　Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３が請求項１の記載と同意義である、式Ｉ、ＩＩまたはＩ
ＩＩに記載の化合物を含む、グリア芽腫の治療のための医薬組成物。
【請求項８】
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　（ｉ）化合物が、式Ｉで示され、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニル、およ
びＹがカルボニルであるか；
　（ｉｉ）化合物が、式ＩＩで示され、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｒ３が水素、なら
びにＸおよびＹがヒドロキシメチニルであるか；
　（ｉｉｉ）化合物が、式Ｉで示され、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニル、
およびＹがヒドロキシメチニルであるか；
　（ｉｖ）化合物が、式Ｉで示され、Ｒ１がアセチル、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニル
、およびＹがカルボニルであるか；または
　（ｖ）化合物が、式ＩＩＩで示され、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、およびＸがカルボ
ニルである、請求項７記載の医薬組成物
【請求項９】
　治療されるグリア芽腫が、原発性グリア芽腫、再発性グリア芽腫、Ｏ６－メチルグアニ
ン－メチルトランスフェラーゼ（ＭＧＭＴ）遺伝子のプロモーターのメチル化が増大した
グリア芽腫、ＭＧＭＴのプロモーターのメチル化が増大していないグリア芽腫、ｐ５３の
変異したグリア芽腫、ｐ５３の変異していないグリア芽腫、Ｂ－細胞インヒビターにおけ
るカッパ軽鎖ポリペプチド遺伝子エンハンサー（ＮＦＫＢＩＡ）をコードする遺伝子の改
変しているグリア芽腫、ＮＦＫＢＩＡをコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫、
上皮細胞成長因子受容体（ＥＧＦＲ）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、Ｅ
ＧＦＲをコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫、血小板由来成長因子受容体（Ｐ
ＤＧＦＲＡ）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、ＰＤＧＦＲＡをコードする
遺伝子の改変していないグリア芽腫、イソクエン酸脱水素酵素１（ＩＤＨ１）をコードす
る遺伝子の改変しているグリア芽腫、ＩＤＨ１をコードする遺伝子の改変していないグリ
ア芽腫、１型神経線維腫（ＮＦ１）をコードする遺伝子の改変しているグリア芽腫、およ
びＮＦ１をコードする遺伝子の改変していないグリア芽腫からなる群より選択される、請
求項７または８記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　グリア芽腫が、ＣＤ１３３、ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＧメンバー２（ＡＢＣ
Ｇ２）、アルデヒド脱水素酵素１（ＡＬＤＨ１Ａ１）、ムサシホモログ１（ＭＳＩ－１）
、ネスチンおよび性決定領域Ｙ－ボックス２（ＳＯＸ－２）からなる群より選択される遺
伝子を過剰発現または発現する細胞を含む、請求項７または８記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　抗癌活性を有する少なくとも一つのさらなる化合物を付加的に含む、請求項７～１０の
いずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　少なくとも一つのさらなる化合物がテモゾロマイドまたはその塩である、請求項１１記
載の医薬組成物。
【請求項１３】
　Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３が請求項１の記載と同意義である、式Ｉ、ＩＩまたはＩ
ＩＩで示される化合物を用いる治療が、患者に適しているかどうかを決定する方法であっ
て、
　ａ）患者の腫瘍組織または腫瘍細胞のサンプル中の、ＣＤ１３３の発現レベルを測定す
る工程；
　ｂ）工程ａ）で測定された発現レベルと、対照値とを比較する工程；
　ｃ）工程ｂ）の比較結果に基づいて、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合物を用い
る治療が患者に適しているかどうかを決定する工程を含み、ここで過剰発現は該治療が患
者に適していることを示す、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はグリア芽腫阻害化合物、特にグリア芽腫の治療用のガンボギン酸アミド（gamb
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患者の治療に適するかどうかを決定する方法を開示する。
【背景技術】
【０００２】
　グリア芽腫（ＧＢＭ；世界保健機関グレードＩＶ神経膠腫）は成人にて最もよく見られ
る原発性脳腫瘍である。近年の術後の放射線療法および化学療法の進歩と共に、最新式の
手術前および手術中の神経画像を用いる大幅な外科的切除を行ったとしても、ＧＢＭ患者
についての予後は惨憺たるままである。平均生存率（期間）は、現在の最適な術後処置の
プロトコル下で、１５ヶ月に過ぎない（Stuppら、2005）。かくして、新しい候補となる
療法を同定することが最優先課題となる。新たな治療法を定める際の一の課題がＧＢＭの
異質性である。腫瘍内異質性は遺伝的原因および非遺伝的な後生的原因に由来する。また
、新しい概念として、異質的腫瘍細胞の表現型が、一部の少数の幹様細胞によって引き起
こされた異常でかつ極めて有害な分化過程の連続する働きに起因することが提案されてい
る。これらの幹様細胞は、（ｉ）その自己複製能、（ｉｉ）種々の異種移植バラダイムに
おける腫瘍の発生および増殖能、および（ｉｉｉ）多効能、すなわちその星状細胞、オリ
ゴデンドロサイトおよび神経細胞への分化能により規定される（Singhら、2004）。加え
て、これらの細胞は最新の放射線療法および化学療法に対して耐性のあることが推測され
、幹様細胞を対象とする療法は近年の慣用的に使用される療法のひどい結果を改善する可
能性があると考えられる（Dirks、2008；Chalmers、2007）。これらの見解に基づき、幹
細胞をリサーチする分野にて一般的に利用されるインビトロ技術と適合して、幹細胞の特
徴を有する腫瘍細胞を単離し、増殖させ、より特徴付けることが始められた（Pardalら、
2003；Glasら、2010）。「球状」培養体と比べて、有意な利点を提供しうる、接着状態に
ある単層培養体として細胞を繁殖させた（Leeら、2006；Pollardら、2009）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　よって、本発明の根本課題は、グリア芽腫の化学療法を改善するための新規な化合物を
提供することであると考えられ得る。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　第一の態様において、本発明は、グリア芽腫の治療に用いるための、式Ｉ、ＩＩまたは
ＩＩＩ：
【化１】
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【化２】

【化３】

［式中、
　Ｘはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾンであり；
　Ｙはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾンであり；
　Ｒ１は水素、置換アルキル、アシル（ＲａＣＯ）、カルバミル（ＲｂＲｃＮＣＯ）また
はスルホニル（ＲｄＳＯ２）であり；ここで、Ｒａは水素、置換低級アルキル、置換アリ
ール、置換低級アラルキル基またはＮ－スクシンイミジルであり；ＲｂおよびＲｃは、独
立して、水素、置換ヘテロアルキル、置換低級アルキル、置換アリール、置換ヘテロアリ
ールまたは置換低級アラルキル基であり；
　Ｒ２はプレニルまたは水素であり；および
　Ｒ３は、あるとすれば、水素、ハロゲン、ヒドロキシル、置換アルキル、シクロアルキ
ル、アルコキシ、アルキルチオまたはアミノを意味する］
で示される化合物に関する。
【０００５】
　さらなる態様において、本発明は、グリア芽腫の治療に用いるための、Ｘ、Ｙ、Ｒ１、
Ｒ２およびＲ３が上記に示される意義を有する、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合
物を含む、医薬組成物に関する。
【０００６】
　さらなる態様において、本発明は、Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３が上記に示される意
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義を有する、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合物を用いる治療が、一の患者に適す
るかどうかを決定する方法であって、
　ａ）該患者の腫瘍組織または腫瘍細胞のサンプル中のＣＤ１３３の発現レベルを測定す
る工程；
　ｂ）工程ａ）で測定した発現レベルを、基準値と比較する工程；および
　ｃ）式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合物を利用する治療が、工程ｂ）での比較結
果に基づいて適しているかどうかを決定し、ここで過剰発現は該治療が該患者に適してい
ることを示す工程；
を含む方法に関する。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　特記されない限り、本明細書にて使用される専門および科学用語はすべて、当業者が一
般的に認識しているのと同じ意義を有する。
【０００８】
　好ましくは、本明細書にて使用される語は、「A multilingual glossary of biotechno
logical terms：（IUPAC Recommendations）」、Leuenberger, H.G.W、Nagel, B.およびK
lbl, H. 編（1995）、Helvetica Chimica Acta、CH-4010 Basel、Switzerlandに記載され
るとおりである。
【０００９】
　本明細書および添付の特許請求の範囲を通して、文脈上他の意味に解すべき場合を除き
、「comprise（含む、含有する）」なる語、ならびに「comprises」および「comprising
」などの変形は、所定の整数または工程あるいは一群の整数または工程を含むが、他のい
ずれの整数または工程あるいは一群の整数または工程も排除しないことを暗示することが
理解されよう。
【００１０】
　多数の文献が本明細書中に引用されている。本明細書に引用されている、上記または下
記のいずれかの文献（すべての特許、特許出願、科学出版物、製造者明細書、使用説明書
等を含む）は、各々、その内容が出典明示により本明細書の一部とされる。本明細書の記
載は、本発明がかかる先の発明の開示に先行する利益を受けることができないことを承認
するものとして解釈されるべきではない。
【００１１】
　本発明の研究にて、導入部に記載の改善された培養条件を利用して患者に特異的な４種
のＧＢＭ細胞の初代培養物を種々の化合物の適用に対するその代謝応答についてスクリー
ニングに供した。３１種の化合物が、アラマーブルー（alamarBlue）（登録商標）分析に
基づき、大きな代謝応答を示した。最も興味のある抗－ＧＢＭ化合物（すなわち、ガンボ
ギン酸アミド（Gambogic acid amide）、ガンボギン酸、プリスチメリン（Pristimerin）
、塩酸エピルビシン、エメチン（Emetine）およびニクロサミド（Niclosamide））が、薬
力学アッセイ、アポトーシスのアネキシンＶ－解析、成長速度実験、自己再生の定量化、
多能性ＣＳＣ、幹細胞マーカーの発現プロファイリングおよび個々の作用モードの研究を
用いてさらにその有効性が確認された。該データはこれらの物質が極めて効果的な抗－Ｇ
ＢＭ治療剤であることを示した。
【００１２】
　かくして、本発明の課題は、グリア芽腫の治療にて用いるための、ガンボギン酸アミド
、ダウノルビシン、ガンボギン酸、チメロサール、塩酸ミトキサントロン、酢酸フェニル
水銀、ダクチノマイシン、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、硫酸ビンクリスチン、エ
メチン、パクリタキセル、１０－ヒドロキシカンプトテシン、ドキソルビシン、コルヒチ
ン、カンプトテシン、テニポシド、硫酸ビンブラスチン、マイトマイシンＣ、フロキシウ
リジン、ウアバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン
、チオグアニン、ロテノン、塩酸アクラビン、シタラビン、メトトレキセート、およびピ
クロポドフィロトキシンからなる群より選択される化合物を提供することで解決される。
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【００１３】
　好ましい態様において、該化合物は、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩ：
【化４】

【化５】

【化６】

［式中
　Ｘはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾン、好ましくはカル
ボニルであり；
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　Ｙはカルボニル、メチレン、ヒドロキシメチニル、アルコキシメチニル、アミノメチニ
ル、オキシム、ヒドラゾン、アリールヒドラゾンまたはセミカルバゾン、好ましくはカル
ボニルであり；
　Ｒ１は水素、置換アルキル、アシル（ＲａＣＯ－）またはカルバミル（ＲｂＲｃＮＣＯ
－）であり；ここで、Ｒａは水素、置換低級アルキル、置換アリール、置換低級アラルキ
ル基またはＮ－スクシンイミジルであり；ＲｂおよびＲｃは、独立して、水素、置換ヘテ
ロアルキル、置換低級アルキル、置換アリール、置換ヘテロアリールまたは置換低級アラ
ルキル基、好ましくは水素であり；
　Ｒ２はプレニルまたは水素、好ましくはプレニルであり；および
　Ｒ３は水素、ハロゲン、ヒドロキシル、置換アルキル、シクロアルキル、アルコキシ、
アルキルチオまたはアミノ、好ましくは水素を意味する］
で示される化合物またはその塩である。
【００１４】
　アルキル基は、好ましくは、直鎖または分岐鎖のＣ１～Ｃ１０アルキル基、より好まし
くはＣ１～Ｃ６アルキル基である。多くて６個の炭素原子を含むアルキル基を「低級アル
キル」という。好ましいアルキル基は、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチ
ル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、３－ペンチル、ヘキシルおよびオクチル基を含
む。
【００１５】
　好ましいアルコキシ基は、上記したアルキル基の一つで、好ましくはメチル、エチル、
プロピル、イソプロピル、ブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、３－ペンチル、
ヘキシルおよびオクチル基で、より好ましくはメチルで置換されている酸素を含む。
【００１６】
　好ましいアルキルチオ基は、上記したアルキル基の一つで、好ましくはメチル、エチル
、プロピル、イソプロピル、ブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、３－ペンチル
、ヘキシルおよびオクチル基で、より好ましくはメチルで置換されている硫黄を含み、ス
ルホキシドおよびスルホンを包含する。
【００１７】
　好ましいアミノ基は、－ＮＨ２、－ＮＨＲ１１、－ＮＲ１１Ｒ１２を含み、ここでＲ１

１およびＲ１２はＣ１～Ｃ１０アルキルであり、好ましくはメチル、エチル、プロピル、
イソプロピル、ブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、３－ペンチル、ヘキシルお
よびオクチル基からなる群より選択され、最も好ましくはメチルまたはシクロアルキル基
であるか、あるいはＲ１１およびＲ１２はＮと合わさって、環構造、好ましくは５～７員
の環構造、例えばピペリジンを形成するか、またはＲ１１およびＲ１２はＮおよびもう一
つ別のヘテロ原子と合わさって飽和、置換または一部飽和の５－７員ヘテロシクロ基を形
成する。好ましいヘテロ原子はＯ、ＮおよびＳを包含する。
【００１８】
　アルキル基の好ましい置換基は、少なくとも１つのハロゲン、ヒドロキシル、カルボキ
シル、アルコキシカルボニル、アミノ、ニトロ、シアノ、Ｃ１～Ｃ６アシルアミノ、Ｃ１

～Ｃ６アミノアシル、Ｃ１～Ｃ６アシルオキシ、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、アリールオキシ
、アルキルチオ、Ｃ６～Ｃ１０アリール、Ｃ４～Ｃ７シクロアルキル、Ｃ２～Ｃ６アルケ
ニルおよびＣ２～Ｃ６アルキニルを含む。
【００１９】
　アリール、アラルキルおよびヘテロアリール基の好ましい置換基は、少なくとも１つの
アシル、アルキレンジオキシ（－ＯＣＨ２Ｏ－）、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６ハロアルキル、
Ｃ６～Ｃ１０アリール、Ｃ４～Ｃ７シクロアルキル、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ２～Ｃ６ア
ルケニル、Ｃ２～Ｃ６アルキニル、Ｃ１～Ｃ６ヒドロキシアルキル、ニトロ、アミノ、ウ
レイド、シアノ、Ｃ１～Ｃ６アシルアミノ、チオール、ヒドロキシ、Ｃ１～Ｃ６アルコキ
シ、Ｃ１～Ｃ６アシルオキシ、アジドおよびカルボキシを含む。
【００２０】
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　好ましいヘテロアルキル基は、１～１０個の炭素原子および１～３個のヘテロ原子を含
む。ヘテロアルキル基は置換されていてもよい。好ましい置換基は少なくとも１つのアシ
ル、アルキレンジオキシ（－ＯＣＨ２Ｏ－）、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６ハロアルキル、Ｃ６

～Ｃ１０アリール、Ｃ４～Ｃ７シクロアルキル、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ２～Ｃ６アルケ
ニル、Ｃ２～Ｃ６アルキニル、Ｃ１～Ｃ６ヒドロキシアルキル、ニトロ、アミノ、シアノ
、Ｃ１～Ｃ６アシルアミノ、チオール、ヒドロキシ、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、Ｃ１～Ｃ６

アシルオキシ、アジドおよびカルボキシを含む。
【００２１】
　好ましいアリール基はＣ６ないしＣ１４アリール、より好ましくはＣ６ないしＣ１０ア
リールを含む。より好ましくは、アリール基はフェニル、ナフチル、フェナントレニル、
アントラセニル、インデニル、アズレニル、ベフェニル、ビフェニレニルまたはフルオレ
ニルである。
【００２２】
　好ましいハロゲンはフッ素、ヨウ素、塩素および臭素を含む。
【００２３】
　好ましいシクロアルキル基はＣ３ないしＣ８シクロアルキル、特にシクロペンチル、シ
クロヘキシル、シクロヘプチルおよびシクロオクチルである。対応するシクロアルケニル
基、特にシクロペンテニル、シクロヘキセニル、シクロヘプテニルおよびシクロオクテニ
ルがさらには好ましい。
【００２４】
　好ましいアラルキル基は、上記したいずれかのＣ６ないしＣ１４アリール基により置換
されている上記したいずれかのＣ１ないしＣ１０アルキル基を含む。ベンジル、フェネチ
ルおよびナフチルメチルが特に好ましい。
【００２５】
　好ましいヘテロアリール基は、チエニル、ベンゾ［ｂ］チエニル、ナフト［２，３－ｂ
］チエニル、チアントレニル、フラニル、ピラニル、イソベンゾフラニル、クロメニル、
キサンテニル、フェノキサンチイニル、２Ｈ－ピロリル、ピロリル、イミダゾリル、ピラ
ゾリル、ピリジル、ピラジニル、ピリミジニル、ピリダジニル、インドリジニル、イソイ
ンドリル、３Ｈ－インドリル、インドリル、インダゾリル、プリニル、４Ｈ－キノリジニ
ル、イソキノリル、キノリル、フタルジニル、ナフチリジニル、キノザリニル、シンノリ
ニル、プテリジニル、カルバゾリル、β－カルボリニル、フェナントリジニル、アクリン
ジニル、ペルミジニル、フェナントロリニル、フェナジニル、イソチアゾリル、フェノチ
アゾニル、イソオキサゾリル、フラザニル、フェノキサジニル、１，４－ジヒドロキノキ
サリン－２，３－ジオン、７－アミノイソクマリン、ピリド［１，２－ａ］ピリミジン－
４－オン、１，２－ベンゾイソオキサゾール－３－イル、ベンズイミダゾリル、２－オキ
シインドリルおよび２－オキソベンズイミダゾリルを含む。ヘテロアリール基の好ましい
置換基は、少なくとも１のヘテロアリール、ヘテロシクロ、アルキル、アラルキル、シク
ロアルキル、アルコキシカルボニル、カルバミル、アリールおよびＣ１ないしＣ６－アミ
ノアシルを含む。
【００２６】
　より好ましい実施態様にて、該化合物は、式Ｉで示される、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニ
ル、ＸがカルボニルおよびＹがカルボニルである、化合物；式Ｉで示される、Ｒ１が水素
、Ｒ２がプレニル、Ｒ３が水素、ＸおよびＹがヒドロキシメチニルである、化合物；式Ｉ
Ｉで示される、Ｒ１が水素、Ｒ２がプレニル、ＸがカルボニルおよびＹがヒドロキシメチ
ニルである、化合物；式Ｉで示される、Ｒ１がアセチル、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニ
ルおよびＹがカルボニルである、化合物；ならびに式ＩＩＩで示される、Ｒ１が水素、Ｒ

２がプレニルおよびＸがカルボニルである、化合物からなる群より選択される。
【００２７】
　好ましくは、式（Ｉ）および（ＩＩ）で示される化合物は、式（Ｉａ）および（ＩＩａ
）：
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【化７】

【化８】

で示される立体化学構造を有する。
【００２８】
　最も好ましい実施態様にて、該化合物は、式（Ｉ）または（Ｉａ）で示される、Ｒ１が
水素、Ｒ２がプレニル、Ｘがカルボニル、およびＹがカルボニルである。式（Ｉａ）で特
徴付けられる本発明の化合物は、「ガンボギン酸アミド」と称されるであろう。
【００２９】
　「グリア芽腫」または「多形グリア芽腫」なる語はグリア細胞と関連する原発性脳腫瘍
をいう。グリア芽腫は、好ましくは、増殖性グリア腫瘍細胞、血管増殖および優先的には
壊死組織領域の組織学的存在に基づいて診断される（さらなる分類に関して：Louis,D.N.
、Ohgaki,H.、Wiestler,O.D.、Cavenee,W.K.、Burger,P.C.、Jouvet,A.、Scheithauer,B.
W.およびKleihues,P. 2007. The 2007 WHO classification of tumours of the central 
nervous system. Acta Neuropathol 114：97-109）。
【００３０】
　本発明の基礎となる実験は、本発明の化合物が、同一患者の原発性および再発性グリア
芽腫に；Ｏ６－メチルグアニン－メチルトランスフェラーゼ（ＭＧＭＴ）遺伝子のプロモ
ーターのメチル化が増減したグリア芽腫に；ｐ５３の変異した、していないグリア芽腫に
；およびＢ－細胞インヒビターにおけるカッパ軽鎖ポリペプチド遺伝子エンハンサーの核
因子（ＮＦＫＢＩＡ）を野生型にて有する、ならびにＮＦＫＢＩＡの異種接合欠失したグ
リア芽腫に対して等しく効果的であることを立証した。
【００３１】
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　従って、「グリア芽腫」なる語は、好ましくは、ＭＧＭＴ－プロモーターのメチル化状
態と関係しないグリア芽腫を、ｐ５３の変異した、変異していないグリア芽腫を、ＮＦＫ
ＢＩＡをコードする遺伝子の改変している、改変していないグリア芽腫を、上皮細胞成長
因子受容体（ＥＧＦＲ）をコードする遺伝子の改変している、改変していないグリア芽腫
を、血小板由来成長因子受容体（ＰＤＧＦＲＡ）をコードする遺伝子の改変している、改
変していないグリア芽腫を、イソクエン酸脱水素酵素１（ＩＤＨ１）をコードする遺伝子
の改変している、改変していないグリア芽腫を、１型神経線維腫（ＮＦ１）をコードする
遺伝子の改変している、改変していないグリア芽腫をいう。「グリア芽腫」なる語はまた
、上記した少なくとも２つの特性を合わせることにより特徴付けられるグリア芽腫を包含
すると理解されるべきである。
【００３２】
　「改変」なる語は、問題の遺伝子の変異、欠失および付加的なコピーの存在しているこ
とをいう。変異および欠失は同種－または異種接合であってもよい。その上、「グリア芽
腫」なる語は、原発性ならびに再発性疾患をいう。
【００３３】
　好ましい態様において、グリア芽腫は幹様特性を有する細胞を含む。好ましくは、幹様
特性を有する細胞は、３つの特徴：（ｉ）多効能、（ｉｉ）自己複製能、および（ｉｉｉ
）腫瘍原性により定められる。上記した特徴を有する細胞は、好ましくは、ＣＤ１３３、
ＡＴＰ結合カセットサブファミリーＧメンバー２（ＡＢＣＧ２）、アルデヒド脱水素酵素
１（ＡＬＤＨ１Ａ１）、ムサシホモログ１（ＭＳＩ－１）、ネスチンおよび性決定領域Ｙ
－ボックス２（ＳＯＸ－２）からなる群より選択される少なくとも１の遺伝子の発現状態
を測定することにより検出され得る。本発明によれば、最も好ましいマーカーはＣＤ１３
３である。
【００３４】
　本発明の特に好ましい実施態様において、グリア芽腫は、一のグリア芽腫にて典型的に
認められる割合よりも大きな一の割合の幹様特性の細胞を含む。一のグリア芽腫にて典型
的に認められる幹様細胞の割合は、好ましくは、代表的な数のグリア芽腫における該細胞
の平均割合を測定することにより定められる。好ましくは、その平均割合は、少なくとも
２０、少なくとも５０、または少なくとも１００のグリア芽腫における幹様細胞の割合を
測定することに基づく。好ましくは、幹様細胞の平均割合を定めるのに用いられるグリア
芽腫は無作為に選択される。
【００３５】
　好ましくは、幹様特性を有する細胞は、幹様特性のない細胞と比べて、上記した遺伝子
を少なくとも１つ過剰発現することで特徴付けられる。腫瘍中の幹様細胞の割合は、典型
的には、小さい（１％より低い）ため、比較の根拠として、適宜選択された腫瘍生検の一
部にて問題の遺伝子の発現を用いることも可能である。
【００３６】
　一の細胞または一群の細胞での上記した遺伝子の発現状態を測定する好ましい方法はフ
ローサイトメトリーである。この方法は当業者に周知である。少なくとも一の遺伝子、好
ましくは、細胞表面上の遺伝子の発現に関して異なる細胞集団の差別化によく適する。そ
の結果に基づき、特定の遺伝子が問題の細胞または一群の細胞にて過剰発現されているか
いないかどうかを定める適切な閾値を決定することが可能である。
【００３７】
　測定した閾値の有効性は、フローサイトメトリーに従って「幹様」と称される細胞が実
際に（ｉ）多効能、（ｉｉ）自己複製能、および（ｉｉｉ）腫瘍原性の特性を有すること
を証明する対照実験を行うことにより試験され得る。しかし、統計学的に有意な高割合の
「幹様」細胞は、「幹様」と称されなかった細胞集団と比べて、該特性を有することが要
求される。このことはスチューデントｔ－試験などの周知の統計試験により確認され得る
。
【００３８】
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　「過剰発現」なる語は、好ましくは、幹様特性を有しない同じ腫瘍からの細胞と比べて
、または腫瘍の一部にある遺伝子の平均的な発現と比べて、少なくとも２倍、少なくとも
３倍、または少なくとも４倍大きな発現をいう。より好ましい実施態様において、上記し
た遺伝子の少なくとも１つの発現は問題の細胞または一群の細胞が幹様特性を有すること
を示す。
【００３９】
　本発明の一の実施態様において、上記される化合物は医薬上許容される塩として存在す
る。「医薬上許容される塩」なる語は、本発明の化合物の塩をいう。本発明の化合物の適
切な医薬上許容される塩は、例えば、本発明の化合物の溶液を、塩酸、硫酸、フマル酸、
マレイン酸、コハク酸、酢酸、安息香酸、クエン酸、酒石酸、炭酸またはリン酸などの医
薬上許容される酸の溶液と混合することにより形成されてもよい、酸付加塩を包含する。
さらには、本発明の化合物が酸性の部分を担持する場合、その適切な医薬上許容される塩
は、アルカリ金属塩（例えば、ナトリウムまたはカリウム塩）；アルカリ土類金属塩（例
えば、カルシウムまたはマグネシウム塩）；および適当な有機リガンドで形成される塩（
例えば、アンモニウム、第四アンモニウムおよびハライド、ヒドロキシド、カルボキシレ
ート、サルフェート、ホスフェート、ニトレート、アルキルサルフェートおよびアリール
サルフェートなどのカウンターアニオンを用いて形成されるアミンカチオン）を包含して
もよい。医薬上許容される塩の代表例は、限定されないが、アセテート、アジペート、ア
ルギネート、アスコルベート、アスパルテート、ベンゼンスルホネート、ベンゾエート、
ビカルボネート、ビサルフェート、ビタートレート、ボレート、ブロミド、ブチレート、
カルシウムエデテート、カンホレート、カンホスルホネート、カンシレート、カルボネー
ト、クロリド、シトレート、クラブラネート、シクロペンタンプロピオネート、ジグルコ
ネート、ジハイドロクロリド、ドデシルサルフェート、エデテート、エジシレート、エス
トレート、エシレート、エタンスルホネート、ホルメート、フマレート、グルセプテート
、グルコヘプトネート、グルコネート、グルタメート、グリセロホスフェート、グリコリ
ルアルサニレート、ヘミサルフェート、ヘプタノエート、ヘキサノエート、ヘキシルレソ
ルシネート、ヒドラバミン、ヒドロブロミド、ヒドロクロリド、ヒドロヨーダイド、２－
ヒドロキシ－エタンスルホネート、ヒドロキシナフトエート、ヨーダイド、イソチオネー
ト、ラクテート、ラクトビオネート、ラウレート、ラウリルサルフェート、マレート、マ
レエート、マロネート、マンデレート、メシレート、メタンスルホネート、メチルサルフ
ェート、ムケート、２－ナフタレンスルホネート、ナプシレート、ニコチネート、ニトレ
ート、Ｎ－メチルグルカミンアンモニウム塩、オレエート、オキサレート、パモエート（
エンボネート）、パルミテート、パントテネート、ペクチネート、ペルサルフェート、３
－フェニルプロピオネート、ホスフェート／ジホスフェート、ピクレート、ピバレート、
ポリガラクツロネート、プロピオネート、サリチレート、ステアレート、サルフェート、
スバセテート、スクシネート、タンネート、タートレート、テオクレート、トシレート、
トリエチオジド、ウンデカノエート、バレレート等（例えば、Berge,S.M.ら、「Pharmace
utical Salts」、Journal of Pharmaceutical Science、1977、66、1-19を参照のこと）
を包含する。本発明の特定の具体的な化合物は、該化合物を塩基または酸付加塩に変換さ
れることを可能とする、塩基性および酸性の両方の官能基を含有する。
【００４０】
　中性形態の該化合物は、一般的な方法にて、該塩を塩基または酸と接触させ、親化合物
を単離することにより産生されてもよい。親形態の該化合物は、極性溶媒での溶解度など
の特定の物理特性において、種々の塩の形態と異なるが、その他の点では本発明の目的に
ついて該塩は親形態の化合物と均等である。
【００４１】
　塩の形態に加えて、本発明はプロドラッグの形態である化合物を提供する。本明細書に
記載の化合物のプロドラッグは、生理学的条件下で容易に化学的変化を受け、一般式（Ｉ
）－（ＩＩＩ）の化合物を提供するそれらの化合物である。プロドラッグは、該プロドラ
ッグを患者に投与した後に、加水分解、代謝作用等などのインビボでの生理作用を介して
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化学的に本発明の化合物に修飾される薬理学的に活性または不活性な化合物である。また
、プロドラッグは、エクスビボ環境にて化学的または生化学的方法により本発明の化合物
に変換され得る。例えば、プロドラッグは、適切な酵素を含む経皮パッチ容器に置かれる
と、本発明の化合物にゆっくりと変換され得る。プロドラッグの製造および使用に関与す
る適合性および技法は当業者に周知である。エステルを含む、プロドラッグの一般的検討
については、SvenssonおよびTunek、Drug Metabolism Reviews 16.5（1988）ならびにBun
dgaard、Design of prodrugs, Elsevier（1985）を参照のこと。マスクされた酸性アニオ
ンの例は、アルキル（例えば、メチル、エチル）、シクロアルキル（例えば、シクロヘキ
シル）、アラルキル（例えば、ベンジル、ｐ－メトキシベンジル）およびアルキルカルボ
ニルオキシアルキル（例えば、ピバロイルオキシメチル）などの種々のエステルを包含す
る。アミンはアリールカルボニルオキシメチル置換誘導体としてマスクされ、それはイン
ビボにてエステラーゼで切断されて遊離ドラッグおよびホルムアルデヒドを放出する（Bu
ngaard J. Med. Chem. 2503（1989））。また、イミダゾール、イミド、インドール等な
どの酸性ＮＨ基を含有する薬物はＮ－アシルオキシメチル基でマスクされる（Bundgaard 
Design of Prodrugs, Elsevier（1985））。ヒドロキシ基はエステルおよびエーテルとし
てマスクされる。ＥＰ　０ ０３９ ０５１（SloanおよびLittle、１９８１年４月１１日
）は、マンニッヒ塩基とヒドロキサム酸のプロドラッグ、その調製および使用を開示する
。
【００４２】
　本発明の化合物、また本発明に従うその調製のための出発物質は、本明細書に示される
ように合成され、あるいはまた当業者に公知の、すなわち文献（例えば、Houben-Weyl、M
ethoden der organischen Chemie［Methods of Organic Chemistry］、Georg-Thieme-Ver
lag、Stuttgartなどの標準的著作物）に記載される方法および標準的操作により、当業者
に既知で、該反応に適する反応条件下で合成され得る。
【００４３】
　所望により、出発物質はまた、それらを反応混合物より単離しないで系内にて形成され
てもよいが、それらはその代わりに本発明の化合物に直ちにさらに変換される。他方にて
、該反応を段階的に実施することが可能である。一般的操作はそれが非特異的立体化学の
化合物の調製に関連するものとして知られていることに留意すべきである。しかしながら
、かかる操作は、例えば、立体中心での立体化学が（Ｓ）または（Ｒ）である、特異的立
体化学のそれらの化合物に一般的に適用できる。加えて、一の立体化学（例えば、（Ｒ）
）を有する化合物は、周知方法、例えば反転反応を用いて、反対の立体化学（すなわち、
（Ｓ））を有する化合物の生成にしばしば利用され得る。
【００４４】
　本発明の特定の化合物は、非溶媒和形態にて、ならびに水和形態を含む、溶媒和形態に
て存在しうる。一般に、溶媒和形態は非溶媒和形態と等価であり、本発明の範囲内に含ま
れることが意図される。本発明の特定の化合物は複数の結晶形態または非晶質の形態にて
存在してもよい。一般に、すべての物理的形態は本発明により予想される使用について等
価であり、本発明の範囲内にあることが意図される。
【００４５】
　本発明の特定の化合物は、不斉炭素原子（光学中心）または二重結合を有する。ラセミ
体、エナンチオマー、ジアステレオマー、幾何異性体および個々の異性体はすべて、本発
明の範囲内に含まれることが意図される。したがって、本発明の化合物は、立体異性体の
混合物、特にエナンチオマーの混合物、ならびに精製された立体異性体、特に精製された
エナンチオマー、あるいは立体異性に富む混合物、特に鏡像異性に富む混合物を包含する
。上記した式（Ｉ）ないし（ＩＩＩ）で示される化合物の個々の異性体ならびにその全体
的にまたは部分的に平衡状態にある混合物も本発明の範囲内に含まれる。本発明はまた、
一または複数のキラル中心が反転されているその異性体との混合物として上記の式で示さ
れる化合物の個々の異性体にも及ぶ。また、式（Ｉ）ないし（ＩＩＩ）の化合物のすべて
の互変異性体および互変異性体の混合物も式（Ｉ）ないし（ＩＩＩ）の化合物、好ましく
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はそれに対する式および下位式の化合物の範囲内に含まれることが理解される。
【００４６】
　得られるラセミ体は自体公知の方法により機械的または化学的に異性体に分割され得る
。ジアステレオマーは、好ましくは、光学活性な分割剤との反応によりラセミ混合物より
形成される。
【００４７】
　適切な分割剤の例として、ＤおよびＬ形態の酒石酸、ジアセチル酒石酸、ジベンゾイル
酒石酸、マンデル酸、リンゴ酸、乳酸などの光学活性な酸、または種々の光学活性なカン
フルスルホン酸、例えば－カンフルスルホン酸が挙げられる。光学活性な分割剤（例えば
、ジニトロベンゾイルフェニルグリシン）を充填し、適切な溶出液の一例がヘキサン／イ
ソプロパノール／アセトニトリルの混合液である、カラムを活用するエナンチオマー分割
も有利である。
【００４８】
　ジアステレオマー分割もまた、例えば、クロマトグラフィーまたは分別結晶化などの標
準的精製工程により実施され得る。
【００４９】
　既に光学活性である出発物質を用いることにより上記した方法で式（Ｉ）ないし（ＩＩ
Ｉ）の光学活性な化合物を得ることも可能である。
【００５０】
　さらなる態様にて、本発明は、Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３が上記される意義および
好ましい意義を有する、式Ｉ、Ｉａ、ＩＩ、ＩＩａまたはＩＩＩで示される化合物を含む
グリア芽腫の治療のための医薬組成物に関する。
【００５１】
　本明細書に言及される「医薬組成物」は、少なくとも１つの本発明の化合物および少な
くとも１つの医薬上許容される担体を含む。
【００５２】
　本発明の化合物より医薬組成物を調製するために、医薬上許容される担体は固形または
液状のいずれかとすることができる。固形製剤は、散剤、錠剤、ピル、カプセル剤、カシ
ュ剤、坐剤および分散性顆粒剤を包含する。固形担体は、希釈剤、香料、結合剤、保存剤
、錠剤崩壊剤またはカプセル化材料としても作用してもよい、一または複数の物質とする
ことができる。
【００５３】
　散剤にて、担体は微粉化固体であり、それは微粉化成分との混合物中にある。錠剤にて
、活性成分は必須の結合特性を有する担体と適当な割合で混合されており、所望の形状お
よび大きさに圧縮される。
【００５４】
　散剤および錠剤は、好ましくは５％～８０％、より好ましくは２０％～７０％の活性化
合物または活性化合物類を含有する。適当な担体は炭酸マグネシウム、ステアリン酸マグ
ネシウム、タルク、糖類、乳糖、ペクチン、デキストリン、デンプン、ゼラチン、トラガ
ント、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、低融点ワックス、カ
カオ脂等である。
【００５５】
　「製剤」なる語は、活性化合物の、活性成分が他の担体と共にまたはなしで一の担体に
より覆われており、その担体が該活性成分と関連して、カプセルを提供する担体としての
カプセル化材料との処方を含むことを意図とする。カシュ剤およびトローチ剤も同様に包
含される。錠剤、散剤、カプセル剤、ピル、 カシュ剤およびトローチ剤は経口投与に適
する固体剤形として使用され得る。
【００５６】
　坐剤を調製する場合、最初に、脂肪酸グリセリドまたはカカオ脂の混合物などの低融点
ワックスを融解させ、攪拌することでその中に活性成分を均質に分散させる。次に、融解
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した均質混合物を都合のよい大きさの型に注ぎ、冷却し、それで固形化させる。
【００５７】
　液状製剤は、溶液、懸濁液、および乳濁液、例えば、水または水／プロピレングリコー
ル溶液を包含する。液体形態は眼への局所投与に特に好ましい。非経口注射の場合、液体
ポリエチレングリコール水溶液の溶液に処方され得る。
【００５８】
　経口的使用に適する水溶液は、活性成分を水に溶かし、所望により、適当な着色剤、香
料、安定化剤および増粘剤を添加することにより調製され得る。経口的使用に適する水性
懸濁液は、微粉化された活性成分を、天然または合成ガム、樹脂、メチルセルロース、カ
ルボキシメチルセルロースナトリウムおよび他の周知の懸濁化剤と共に水中に分散させる
ことにより調製され得る。
【００５９】
　使用直前に経口投与用の液状製剤に変換されることを意図とする固形製剤も包含される
。かかる液体形態は、溶液、懸濁液および乳濁液を包含する。これらの製剤は、活性成分
に加えて、着色剤、香料、安定化剤、緩衝剤、人工および天然甘味料、分散剤、増粘剤、
可溶化剤等を含有してもよい。
【００６０】
　医薬製剤は単位剤形であることが好ましい。かかる形態にて、製剤は適量の活性成分を
含有する単位用量に細分割される。該単位剤形はパッケージされた製剤とすることができ
、該パッケージはバイエルまたはアンプルに個別量のパックした錠剤、カプセルおよび散
剤などの製剤を含有する。また、単位剤形はカプセル、錠剤、カシュ剤またはトローチ剤
そのものとすることができ、あるいはパックされた形態の適当数のこれらのいずれとする
こともできる。
【００６１】
　本発明の好ましい実施態様にて、医薬組成物は付加的に少なくとも１つのさらなる細胞
増殖抑制性または細胞毒性化合物を含む。該付加的な化合物はテモゾリミドダウノルビシ
ン、ガンボギン酸アミド、ガンボギン酸、チメロサール、塩酸ミトキサントロン、フェニ
ル水銀アセテート、ダクチノマイシン、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、硫酸ビンク
リスチン、エメチン、パクリタキセル、１０－ヒドロキシカンプトテシン、ドキソルビシ
ン、コルヒチン、カンプトテシン、テニポシド、硫酸ビンブラスチン、マイトマイシンＣ
、フロキシウリジン、ウアバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニクロサミド、
アムサクリン、チオグアニン、ロテノン、塩酸アクラビン、シタラビン、メトトレキセー
トおよびピクロポドフィロトキシンからなる群より選択される。
【００６２】
　さらに好ましい付加的な細胞増殖抑制性または細胞毒性化合物は、フェソロデックス、
タモキシフェンまたはラロキシフェンなどの抗エストロゲン；カンプトテシン（トポＩ）
またはエトポシド（トポＩＩ）などのトポイソメラーゼＩまたはＩＩのいずれの阻害剤；
アナストロゾールまたはレトロゾールなどのアロマターゼ活性の阻害を介して作用するい
ずれの化合物；ハーセプチンなどのＨＥＲ２シグナル伝達を干渉するいずれの製剤；ドキ
ソルビシンなどの、ＤＮＡをインターキレートするいずれの化合物も包含する。本発明の
化合物と組み合わせることのできる特に好ましい細胞増殖抑制性または細胞毒性薬物は、
アルキル化物質、代謝拮抗剤、抗生物質、エポシロン、核受容体アゴニストおよびアンタ
ゴニスト、抗アンドロゲン、抗エストロゲン、プラチナ化合物、ホルモンおよび抗ホルモ
ン、インターフェロンならびに細胞周期依存性タンパク質キナーゼ（ＣＤＫ）の阻害剤、
シクロオキシゲナーゼおよび／またはリポキシゲナーゼの阻害剤、プロスタノイドおよび
ロイコトリエンを含む生体脂肪酸および脂肪酸誘導体、タンパク質キナーゼの阻害剤、タ
ンパク質ホスファターゼの阻害剤、脂質キナーゼの阻害剤、白金配位錯体、エチレンイミ
ン、メチルメラミン、トラジン、ビンカアルカロイド、ピリミジンアナログ、プリンアナ
ログ、アルキルスルホネート、葉酸アナログ、アントラセンジオン、置換ウレア、メチル
ヒドラジン誘導体、特にアセジアスルホン、アクラルビシン、アンバゾン、アミノグルテ
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チミド、Ｌ－アスパラギナーゼ、アザチオプリン、ブレオマイシン、ブスルファン、カル
シウムホリナート、カルボプラチン、カルペシタビン、カルムスチン、セレコキシブ、ク
ロランブシル、シス－プラチン、クラドリビン、シクロホスファミド、シタラビン、ダカ
ルバジン、ダクチノマイシン・ダプソン、 ダウノルビシン、ジブロモプロパミジン、ジ
エチルスチルベストロール、ドセタキセル、ドキソルビシン、エネジイン、エピルビシン
、エポシロンＢ、エポシロンＤ、リン酸エストラムシン、エストロゲン、エチニルエスト
ラジオール、エトポシド、フラボピリドール、フロキシウリジン、フルダラビン、フルオ
ロウラシル、フルオキシメステロン、フルタミドホスフェストロール、フラゾリドン、ゲ
ムシタビン、ゴナドトロピン放出ホルモンアナログ、ヘキサメチルメラミン、ヒドロキシ
カルバミド、ヒドロキシメチルニトロフラントイン、ヒドロキシプロゲステロンカプロエ
ート、ヒドロキシウレア、イダルビシン、イドクスウリジン、イホスファミド、インター
フェロンＹ、イリノテカン、ロイプロリド、ロムスチン、ラルトテカン、硫酸マフェニド
オラミド、メクロレタミン、酢酸メドロキシプロゲステロン、メガストロールアセテート
、メルファラン、メパクリン、メルカプトプリン、メトトレキセート、メトロニダゾール
、 マイトマイシンＣ、ミトポゾジド、ミトタン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、
ナリジクス酸、ニフェラテル、ニフロキサジド、ニフララジン、ニフロチモックス、ニム
スチン、ニノラゾール、ニトロフラントイン、ナイトロジェンマスタード、オレオムチン
、オキソリン酸、ペンタミジン、ペントスタチン、フェナゾピリジン、フタリルスルファ
チアゾール、ピポブロマン、プレドニムスチン、プレドニゾン、プレウシン、プロカルバ
ジン、ピリメタミン、ラルチトレキセド、ラパマイシン、ロフェコキシブ、ロシグリタゾ
ン、サラゾスルファピリジン、塩化スクリフラビニウム、セムスチンストレプトゾシン、
スルファカルバミド、スルファセトアミド、スルファクロピリダジン、スルファジアジン
、スルファジクラミド、スルファジメトキシン、スルファエチゾール、スルファフラゾー
ル、スルファグアニジン、スルファグアノール、スルファメチゾール、スルファメトキサ
ゾール、コ－トリモキサゾール、スルファメトキシジアジン、スルファメトキシピリダジ
ン、スルファモキソール、スルファニラミド、スルファペリン、スルファフェナゾール、
スルファチアゾール、スルフィソミジン、スタウロスポリン、タモキシフェン、タキソー
ル、テニポシド、テルチポシド、テストラクトン、テストステロンプロピオネート、チオ
グアニン、チオテパ、チニダゾール、トポテカン、トリアジクオン、トレオスルファン、
トリメトプリン、トロホスファミド、ＵＣＮ－０１、ビンブラスチン、ビンクリスチン、
ビンデシン、ビンブラスチン、ビノレルビンおよびズルビシン、またはその各々の誘導体
またはアナログである。
【００６３】
　本発明の特に好ましい実施態様にて、付加的な細胞増殖抑制性または細胞毒性化合物は
テモゾロマイドである。
【００６４】
塩／エステル
　本発明の組成物中の化合物または本発明にて利用可能な化合物は、塩またはエステルと
して、特に医薬上許容される塩またはエステルとして存在しうる。本発明の化合物の医薬
上許容される塩は、その適当な酸または塩基付加塩を包含する。適当な医薬上許容される
塩は、Bergeら、J Pharm Sci、66、1-19（1977）に概説されている。塩は、例えば、鉱酸
、例、硫酸、リン酸または塩酸などの無機強酸で；置換されていないか、置換されている
（例、ハロゲンで）炭素数１～４のアルカンカルボン酸、例えば酢酸などの有機強酸で；
飽和または不飽和の二カルボン酸、例えばシュウ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、
フマル酸、フタル酸またはテトラフタル酸で；ヒドロキシカルボン酸、例えばアスコルビ
ン酸、グリコール酸、乳酸、リンゴ酸、酒石酸またはクエン酸で；アミノ酸、例えばアス
パラギン酸またはグルタミン酸で；安息香酸で；または置換されていないか、（例、ハロ
ゲンで）置換されている（Ｃ１－Ｃ４）－アルキル－またはアリール－スルホン酸、例え
ばメタン－またはｐ－トルエンスルホン酸などの有機スルホン酸で形成される。
【００６５】
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　エステルは、官能基のエステル化に応じて、有機酸またはアルコール／ヒドロキシドの
いずれかを用いて形成される。有機酸は、置換されていないか、置換されている（例、ハ
ロゲンで）炭素数１～１２のアルカンカルボン酸、例えば酢酸などのカルボン酸を；飽和
または不飽和の二カルボン酸、例えばシュウ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、フマ
ル酸、フタル酸またはテトラフタル酸を；ヒドロキシカルボン酸、例えばアスコルビン酸
、グリコール酸、乳酸、リンゴ酸、酒石酸またはクエン酸を；アミノ酸、例えばアスパラ
ギン酸またはグルタミン酸を；安息香酸を；または置換されていないか、（例、ハロゲン
で）置換されている（Ｃ１－Ｃ４）－アルキル－またはアリール－スルホン酸、例えばメ
タン－またはｐ－トルエンスルホン酸などの有機スルホン酸を包含する。適当なヒドロキ
シドは水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、水酸化アルミニウムなど
の無機ヒドロキシドを包含する。アルコールは、置換されていないか、（ハロゲンで）置
換されていていてもよい炭素数１～１２のアルカンアルコールを包含する。
【００６６】
同位体
　本発明の化合物はまた、かかる化合物を構成する一または複数の原子で、天然に存在し
ない割合の原子同位体を含有してもよい。本発明の剤またはその医薬上許容される塩の同
位体変形は、少なくとも一つの原子が自然界で通常認められる原子量と異なる原子量であ
るが、同じ原子番号を有する原子と置き換えられているものとして定義される。該剤およ
びその医薬上許容される塩に組み込むことのできる同位体の例として、水素、炭素、窒素
、酸素、リン、硫黄、フッ素および塩素の同位体、例えば、各々、２Ｈ、３Ｈ、１３Ｃ、
１４Ｃ、１５Ｎ、１７Ｏ、１８Ｏ、３１Ｐ、３２Ｐ、３５Ｓ、１８Ｆおよび３６Ｃｌが挙
げられる。該剤およびその医薬上許容される塩の特定の同位体変形、例えば３Ｈまたは１

４Ｃなどの放射性同位元素が組み込まれている変形は、薬物および／または基質の組織分
散実験にて有用である。トリチウム化水素、すなわち３Ｈ、および炭素－１４、すなわち
１４Ｃ同位元素がその調製および検出特性の容易性から特に好ましい。さらには、ジュウ
テリウム、すなわち２Ｈなどの同位元素での置換は、より大きな代謝安定性よりもたらさ
れるある治療有利性、例えばインビボでの半減期の増加または必要用量の減少を提供し、
そのために状況次第では好ましい可能性がある。本発明の剤およびその医薬上許容される
塩の同位体変形は、一般に、適当な試薬の適切な同位体変形を用いる通常の操作により調
製され得る。
【００６７】
　放射性であっても、なくても、本発明の化合物および組成物の同位体変形はすべて本発
明の範囲内に含まれることを意図とする。
【００６８】
溶媒和物
　本発明はまた、組成物に含まれる化合物または本発明に従って使用可能な一般式（Ｉ）
ないし（ＩＩＩ）で示される化合物の溶媒和形態を包含する。特許請求の範囲で使用され
る語はこれらの形態を包含する。
【００６９】
多形体
　本発明はさらには、その種々の結晶形、多形体および（無）水和形の、本発明の組成物
中に含まれる化合物または本発明に従って使用可能な式（Ｉ）で示される化合物に関する
。かかる化合物の合成にて使用される溶媒からの精製および／または単離方法を少し変形
することで、化合物がかかるいずれかの形態で単離され得ることは、製薬産業の分野で十
分に確立されている。
【００７０】
投与
　本発明の化合物は、経口、直腸、胃内、脳内および非経口投与、例えば静脈内、筋肉内
、鼻腔内、皮内、皮下および同様の投与経路を含む、種々の周知経路により投与され得る
。非経口投与、特に静脈内投与、好ましくはデポー注射が好ましい。投与経路に応じて、
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異なる医薬製剤が必要とされ、そのいくつかは保護コーティングが薬物製剤に塗布されて
おり、例えば消化管での本発明の化合物の分解が妨げられることを必要とする。
【００７１】
　かくして、好ましくは、本発明の化合物は、シロップ、注入または注射液、錠剤、カプ
セル、カプレット、トローチ、リポソーム、坐剤、プラスター、バンドエイド、遅延放出
性カプセル、散剤または遅効性製剤として処方される。好ましくは、稀釈剤は水、緩衝液
、緩衝化塩溶液または塩溶液であり、担体は好ましくはカカオ脂およびビテボソール（vi
tebesole）からなる群より選択される。
【００７２】
　本発明の化合物を投与するのに特に好ましい医薬形態は注射可能な使用に適する形態で
あり、滅菌水溶液または分散液ならびに滅菌注射用溶液または分散液をその場で調製する
ための滅菌粉末を含む。あらゆる場合で、最終溶液または分散液の形態は滅菌かつ流動性
でなければならない。典型的には、かかる溶液または分散液は、例えば、水緩衝性水溶液
、例えば生体適合性緩衝剤、エタノール、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエ
チレングリコール、その適当な混合液などのポリオール、界面活性剤または植物油を含有
する溶媒または分散媒体を包含するであろう。本発明の化合物はまた、リポソームに、特
に非経口投与用に処方され得る。リポソームは、遊離薬物の場合と比べて、循環において
半減期を増加させ、封入薬物においてさえ放出を長期化するとの利点を提供する。
【００７３】
　注入または注射用溶液の滅菌処理は、限定されないが、抗菌剤または抗真菌剤、例えば
、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸またはチメロサールのような保
存剤を添加することを含む、当該分野にて理解される種々の方法により達成され得る。さ
らには、糖類または塩、特に塩化ナトリウムなどの等張剤が注入または注射用溶液に配合
されてもよい。
【００７４】
　一または複数の本発明の化合物を含有する滅菌性注射可能な溶液の製造は、個々の化合
物を必要とされる量で、必要ならば上記される種々の成分と共に、適切な溶媒に配合し、
つづいて滅菌処理することにより達成される。滅菌散剤を得るには、上記した溶液を必要
に応じて真空乾燥または凍結乾燥させる。本発明の好ましい稀釈剤は、水、生理的に許容
されるバッファー、生理的に許容されるバッファー塩溶液または塩溶液である。好ましい
担体はカカオ脂およびビテボソールである。上記されている好ましい賦形剤の他に、限定
されないが、種々の医薬上許容される形態の本発明の化合物と共に用いるのに、以下に示
される賦形剤も選択され得る：
ａ）結合剤、例えば乳糖、マンニトール、結晶性ソルビトール、二塩基性リン酸塩、リン
酸カルシウム、糖類、微結晶セルロース、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシエチ
ルセルロース、ポリビニルピロリドン等；
ｂ）滑沢剤、例えばステアリン酸マグネシウム、タルク、ステアリン酸カルシウム、ステ
アリン酸亜鉛、ステアリン酸、硬化植物油、ロイシン、グリセリドおよびステアリルフマ
ル酸ナトリウム；
ｃ）崩壊剤、例えばデンプン、クロスカルメロース、ナトリウムメチルセルロース、寒天
、ベントナイト、アルギン酸、カルボキシメチルセルロース、ポリビニルピロリドン等。
【００７５】
　他の適切な賦形剤は、出典明示により本明細書の一部とされる、米国医薬品協会（the 
American Pharmaceutical Association）より発行される「Handbook of Pharmaceutical 
Excipients」に開示され得る。
【００７６】
　障害の重篤度および本発明の化合物の一つで治療できる障害の特定の型、ならびに治療
される個々の患者、例えば、患者の通常の健康状態等に応じて、個々の化合物で治療的ま
たは予防的作用を惹起するのに必要とされる用量が変わることを理解すべきである。適切
な用量の決定は顧問医の裁量の範囲内にある。
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【００７７】
　当該分野にて知られているように、所定の組成物の薬学的に効果的な量は、投与経路に
も依存している。一般に、投与が消化管、例えば坐剤により、直腸を介してなされるなら
ば、その必要な用量は多く、投与経路が非経口、例えば静脈内であるならば少ない。
【００７８】
　本発明の意義の範囲内で、置換基または可変基の組み合わせは、かかる組み合わせが安
定したまたは化学的に可能性のある化合物をもたらす場合においてのみ許容される。安定
したまたは化学的に可能性のある化合物は、４０℃以下の温度で、水分または他の化学的
に反応する条件下になく、少なくとも１週間保持された場合に、実質的に変化しない化合
物である。本発明はまた、本明細書に開示される化合物の塩基性窒素を含有する基の四級
化も想定する。水または油溶性あるいは水または油分散性の生成物はかかる四級化で得ら
れてもよい。
【００７９】
　本発明のさらなる実施態様は、Ｘ、Ｙ、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３が上記と同意義である、
式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合物を用いる治療が、患者に適しているかどうかを
決定する方法であって、
　ａ）患者の腫瘍組織または腫瘍細胞のサンプル中の、ＣＤ１３３、ＡＴＰ結合カセット
サブファミリーＧメンバー２（ＡＢＣＧ２）、アルデヒド脱水素酵素１（ＡＬＤＨ１Ａ１
）、ムサシホモログ１（ＭＳＩ－１）、ネスチンおよび性決定領域Ｙ－ボックス２（ＳＯ
Ｘ－２）からなる群より選択される遺伝子の発現レベルを測定し；
　ｂ）工程ａ）で測定された発現レベルと、対照値とを比較し；
　ｃ）工程ｂ）の比較結果に基づいて、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩで示される化合物を用い
る治療が患者に適しているかどうかを決定し、ここで過剰発現は該治療が患者に適してい
ることを示す、方法に関する。
【００８０】
　好ましくは、本発明の方法はインビトロにて行われる。患者は、好ましくは、グリア芽
腫に罹患している。
【００８１】
　遺伝子の発現レベルの測定方法は当業者に周知である。遺伝子発現は問題の遺伝子のｍ
ＲＮＡ－転写物の量を測定することで決定され得、該遺伝子によりコードされる蛋白の量
を測定することによっても決定され得る。産生されたｍＲＮＡ－転写物の量の測定に基づ
く好ましい方法は、定量性リアルタイムＰＣＲおよびマイクロアレイなどの技法に基づく
ハイブリッド形成を包含する。特定の蛋白の量を測定するための好ましい方法は、酵素結
合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）などの免疫学的方法を包含する。ほとんどのケースで腫
瘍にてほんの数個の細胞が幹様細胞であるにすぎないため、単個細胞のレベルで遺伝子発
現の測定を可能とする方法の使用が特に好ましい。多数の細胞での遺伝子発現を測定する
方法では、幹様細胞の小部分母集団の逸脱した値を含み得る、平均値が得られる。
【００８２】
　従って、転写物に対して標識されたプローブをハイブリッド形成に付すか、または問題
の遺伝子によりコードされる蛋白を一の抗体で検出し、その後で単個細胞により産生され
るシグナルの強度を決定することが遺伝子発現を測定するための一の好ましい方法である
。この目的には、適切な抗体で標識された細胞のサイトメトリーが好ましい。
【００８３】
　過剰発現を規定する適切な閾値を定め、確認する方法は上記されるとおりである。上記
される遺伝子の少なくとも一つを過剰に発現する細胞の存在は、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩ
の化合物を用いる治療がその患者に適していることを示す。
【００８４】
　本発明の好ましい実施態様にて、上記される遺伝子の少なくとも一つを過剰に発現する
腫瘍細胞の割合が決定される。該細胞の個々の腫瘍中での割合が典型的な数の腫瘍にて認
められる平均割合よりも高い場合、式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩの化合物を用いる治療はその
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患者に特に適している。
【００８５】
　本発明のさらに好ましい実施態様は、次の項目１～１１に示される。
【００８６】
　１．グリア芽腫細胞を、細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物からなる群より
選択される少なくとも一の化合物と接触させることを含む、ヒト患者特異的グリア芽腫細
胞の阻害方法であって、ここで該化合物がグリア芽腫細胞に対してテモゾロマイドよりも
大きなインビトロでの抑制性代謝活性を示す、方法。
【００８７】
　２．グリア芽腫細胞を、細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物と接触させるこ
とが、該グリア芽腫細胞にてアポトーシスを誘発し、ＮＦ－κＢシグナル伝達を阻害し、
ＨＳｐ７０の発現を誘発する、項目１の方法。
【００８８】
　３．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物が、ダウノルビシン、ガンボギン酸
アミド、ガンボギン酸、チメロサール、塩酸ミトキサントロン、酢酸フェニル水銀、ダク
チノマイシン、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、硫酸ビンクリスチン、エメチン、パ
クリタキセル、１０－ヒドロキシカンプトテシン、ドキソルビシン、コルヒチン、カンプ
トテシン、テニポシド、硫酸ビンブラスチン、マイトマイシンＣ、フロキシウリジン、ウ
アバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン、チオグア
ニン、ロテノン、塩酸アクラビン、シタラビン、メトトレキセートおよびピクロポドフィ
ロトキシンからなる群より選択される少なくとも一の化合物である、項目１の方法。
【００８９】
　４．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物が、ガンボギン酸アミド、ガンボギ
ン酸、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、エメチン、ウアバイン、塩酸アンシタビン、
塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン、塩酸アクラビンおよびピクロポドフィロ
トキシンからなる群より選択される少なくとも一の化合物である、項目３の方法。
【００９０】
　５．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物がプリスチメリンであり、該プリス
チメリンが約０.１～約１０μＭ、特に約０.９～約l.３μＭの範囲の濃度で付加される、
項目４の方法。
【００９１】
　６．グリア芽腫が幹様細胞の一部を含む、項目１の方法。
【００９２】
　７．グリア芽腫細胞の細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物との接触が、該接
触から１０日まで間、該グリア芽腫細胞の細胞成長を遅らせる、項目１の方法。
【００９３】
　８．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物からなる群より少なくとも１つの化
合物であり、グリア芽腫患者に対してテモゾロマイドよりも大きなインビトロでの抑制性
代謝活性作用を示す、グリア芽腫細胞増殖阻害化合物。
【００９４】
　９．グリア芽腫細胞にてアポトーシスを誘発し、ＮＦ－κＢシグナル伝達を阻害し、Ｈ
Ｓｐ７０の発現を誘発する、項目８の化合物。
【００９５】
　１０．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物が、ダウノルビシン、ガンボギン
酸アミド、ガンボギン酸、チメロサール、塩酸ミトキサントロン、酢酸フェニル水銀、ダ
クチノマイシン、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、硫酸ビンクリスチン、エメチン、
パクリタキセル、１０－ヒドロキシカンプトテシン、ドキソルビシン、コルヒチン、カン
プトテシン、テニポシド、硫酸ビンブラスチン、マイトマイシンＣ、フロキシウリジン、
ウアバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン、チオグ
アニン、ロテノン、塩酸アクラビン、シタラビン、メトトレキセートおよびピクロポドフ
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ィロトキシンからなる群より選択される少なくとも一の化合物である、項目８の化合物。
【００９６】
　１１．細胞毒性および／または細胞増殖抑制性化合物が、ガンボギン酸アミド、ガンボ
ギン酸、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、エメチン、ウアバイン、塩酸アンシタビン
、塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン、塩酸アクラビンおよびピクロポドフィ
ロトキシンからなる群より選択される少なくとも一の化合物である、項目１０の化合物。
【００９７】
　以下の実施例および図面は本発明の単なる例示であり、添付した特許請求の範囲により
示されるように、何ら発明の範囲を限定すると解釈されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００９８】
【図１】（上図）１６０種の化合物（ｘ軸）の、その単回投与した（各１μＭ）５日後の
代謝活性についての効果（ＤＭＳＯ処理細胞と比較した患者に特異的な４種のＧＢＭ初代
培養体から由来の平均データ）を示す、序列図表である。アラマーブルー（登録商標）ア
ッセイに基づき、相対的代謝活性を＜５０％に減少させる３１種の「ヒット」化合物が同
定された。対照として、５０μｍ（橙色線）および５００μＭ（青線）のテモゾロマイド
（ＴＭＺ）を用いて細胞を処理した。（差し込み図）３１種のヒット化合物（ダウノルビ
シン（Daunorubicin）、ガンボギン酸アミド（Gambogic acid amide）、ガンボギン酸（G
ambogic acid）、チメロサール（Thimerosal）、塩酸ミトキサントロン（Mitoxanthrone 
hydrochloride）、酢酸フェニル水銀（Phenylmercuric acetate）、ダクチノマイシン（D
actinomycin）、プリスチメリン（Pristimerin）、塩酸エピルビシン（Epirubicin hydro
chloride）、硫酸ビンクリスチン（Vincristine sulfate）、エメチン（Emetine）、パク
リタキセル（Paclitaxel）、１０－ヒドロキシカンプトテシン（10-Hydroxycamptothecin
）、ドキソルビシン（Doxorubicin）、コルヒチン（Colchicine）、カンプトテシン（Cam
ptothecin）、テニポシド（Teniposide）、硫酸ビンブラスチン（Vinblastine sulfate）
、マイトマイシンＣ（Mitomycin C）、フロキシウリジン（Floxuridine）、ウアバイン（
Ouabain）、塩酸アンシタビン（Ancitabine hydrochloride）、塩酸キナクリン（Quinacr
ine hydrochloride）、ニクロサミド（Niclosamide）、アムサクリン（Amsacrine）、チ
オグアニン（Thioguanine）、ロテノン（Rotenone）、塩酸アクラビン（Aklavine hydroc
hloride）、シタラビン（Cytarabine）、メトトレキセート（Methotrexate）およびピク
ロポドフィロトキシン（Picropodophyllotoxin））の詳細なデータを示す。エラーバーは
３回行ったアッセイ結果の標準偏差を示す。
【図２】（上図）１６０種のキラー－プレート（Killer-Plate）（登録商標）化合物に応
答して、患者に特異的な４種のＧＢＭサンプルおよびＵ８７グリオーマ細胞株の相対的平
均代謝活性を比較プロットで示す。（差し込み図）３１種の患者に特異的な「ヒット」化
合物に対する詳細なデータ（左側バー）をＵ８７グリオーマ細胞株（右側バー）の解析よ
り得られた結果と比較して示す。エラーバーは３回行ったアッセイ結果の標準偏差を示す
。
【図３】（上図）１６０種の化合物に応答して、患者に特異的な４種のＧＢＭサンプルお
よび＃１５５細胞の相対的平均代謝活性を比較プロットで示す。（差し込み図）３１種の
「ヒット」化合物に対する詳細なデータを示す。相対的平均代謝活性をＧＢＭ初代細胞で
は暗灰色バーにて、＃１５５細胞では明灰色バーにて示す。エラーバーは３回行ったアッ
セイ結果の標準偏差を示す。
【図４】プリスチメリン（pristimerin）の構造式を示す。
【図５】（ａ）プリスチメリンの、種々の患者に特異的なＧＢＭ初代細胞に対する薬力学
的解析を示す。アッセイは化合物をインビトロにて投与した５日後のアラマーブルー（登
録商標）解析に基づいて定量された。（ｂ）独立した供給源より入手したプリスチメリン
で同様の結果が得られた。マイクロソース（Microsource）化合物（実線）およびシグマ
（Sigma）化合物（点線）の中央ＩＣＭ５０は、各々、５８０および４３０ｎＭである。
（ｃ）調査した患者に特異的なＧＢＭのＩＣＭ５０値を示す。ＭＳ＝マイクロソース、Ｓ
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＝シグマ、ＩＣＭ５０＝代謝的に活性な細胞の総量を５０％まで阻害する濃度。あらゆる
データ点は３回行った解析の平均を示す。
【図６】アネキシンＶをベースとするＦＡＣＳ解析を示す。結果を１μＭのプリスチメリ
ン（黒色バー）または０．０１％ＤＭＳＯ（白色バー）を単回投与した５日後に得た。挿
入図は平均値を示す。
【図７】増殖速度解析を示す（データは患者番号＃０３５、０４６、０７８、０８１およ
び１０６についての平均値を表す）。対照条件（０．０１％ＤＭＳＯ）下、ＧＢＭ初代細
胞は対数尺度で直線的に増殖した（菱形）。調査したあらゆるケースで、１μＭのプリス
チメリンを投与した後では勾配の減少が注目された（四角）。
【図８】２つの独立したＧＢＭ初代細胞培養実験（０３５＝三角；０４６＝四角）にて１
μＭのプリスチメリン（点線）および０．１％ＤＭＳＯ（実線）を投与した後の細胞密集
度の長期間のモニター観察を示す。その仕様書（Roche Diagnostics）に従い、セラビス
タ（CellaVista）システムを用いて生細胞の画像化を行った。
【図９】（ａ）１μＭのプリスチメリンを単回投与した後のＮＳＡの第一、第二および第
三のニューロスフェアの相対的密集度を示す（データはケース０４６、０７８および１０
６についての平均値を示す）。（ｂ）ＮＳＡにおける対照の、および処理した第一ニュー
ロスフェアの明視野での状況を示す。（ｃ）ＧＦＡＰを発現する星状細胞およびβ－チュ
ブリンを発現するニューロンにて得られた対照の、および処理した第一ニューロスフェア
から由来の細胞のプレーティングおよび分化は、ニューロスフェアを形成する細胞の多機
能を意味する。
【図１０】ＧＢＭ初代細胞（＃０４６）をプリスチメリンまたは０．０１％ＤＭＳＯで５
日間処理した。蛋白抽出物を特異抗体を用いるウェスタンブロット解析で試験した。均等
な蛋白負荷を確認するために、膜をβ－アクチン抗体と一緒にインキュベートした。
【図１１】接着（実線）対非接着（点線）の状態でのＧＢＭ初代細胞の阻害を示す。結果
は３種の異なる試料（０４６、０７８、１０６）を各濃度で３回行うウェル解析の平均を
示す。
【図１２】１ｍＭのプリスチメリンを単回投与した後の、再発性ＧＢＭ腫瘍から由来の２
つの初代細胞培養物の相対的代謝活性を示す。アラマーブルー（登録商標）アッセイは処
理から５日後に３つのウェルで行われた。
【図１３】製造業者により提供される（ａ）ガンボギン酸および（ｂ）ガンボギン酸アミ
ドの構造組成を示す。Enzo Life Sciencesは、該生成物をそのウェブページにてＴｒｋＡ
リガンド「ガンボギグ・アミド（Gambogig amide）」として表示する。
【図１４】薬力学的解析を示す。（Ａ）ガンボギン酸およびガンボギン酸アミドはｐＧＢ
Ｍの代謝活性を効果的にかつ比較可能な程度にまで阻害する。（Ｂ）データは、しかしな
がら、ガンボギン酸アミドの阻害活性がより早い時点で発生することを示す。グラフは化
合物（指示される濃度）に暴露された後の１日目（菱形）、２日目（四角）または５日目
（三角）のｐＧＢＭ（表示される番号）の相対的代謝活性を示す。データは３回行った結
果の平均±ＳＤである。
【図１５】細胞毒性実験を示す。ＤＭＳＯ－対照、ＩＭＣ５０－または１μＭ－濃度の各
化合物をｐＧＢＭ（表示される番号）に適用した後の５日目にｃＰＡＲＰに基づくＦＡＣ
Ｓ解析を示す。ガンボギン酸およびガンボギン酸アミドはその細胞毒性作用を同程度で付
与するようである。
【図１６】細胞周期解析を示す。ｐＧＢＭ（表示される番号）をＤＭＳＯ－対照または化
合物に個々のＩＭＣ５０－または１μＭ－濃度で５日間暴露した。サイトメトリ解析を標
準プロトコルを適用して行った。ＰＩ、ヨウ化プロピジウム；ｎ．ｄ．、測定せず（個々
の化合物の濃度で多量の細胞喪失が生じたため）
【図１７】ニューロスフェアのアッセイを示す。該アッセイを用いて、ｐＧＢＭ（ｎ＝３
：番号０４６；１０６；１３８；あらゆるサンプルで３回重複して解析する）にある自己
複製および多能性細胞のプールへの改変の可能性を推測する。第一（１°）、第二（２°
）および第三（３°）ニューロスフェアの度数を指示される濃度の化合物で一回前処理し
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。（Ｂ）反対に、ガンボギン酸アミドでの前処理は調査されるｐＧＢＭの自己複製細胞の
かなりの減少をもたらした。
【図１８】ガンボギン酸アミドはｐＧＢＭの腫瘍化の可能性を減少させる。ｐＧＢＭ（＃
０４６）をＩＭＣ５０濃度の各化合物を用いてインビトロにてで５日間処理した。その後
で、１０６の生存する生活細胞を集め、免疫無防備状態の生体マウス（各実験についてｎ
＝５）の線条体に注射した。（Ａ）カプラン－マイヤー曲線は、ガンボギン酸（点線）対
ＤＭＳＯ対照（実線）で前処理したｐＧＢＭの注射で生存の有意な利点を示さない。（Ｂ
）反対に、ガンボギン酸アミドで前処理したｐＧＢＭ（点線）は個々の対照（ＤＭＳＯ；
実線）と比べて有意に腫瘍形成の低下を示した。
【図１９】ガンボギン酸アミドによるＣＤ１３３＋ＧＢＭ細胞の好ましい標的化を示す。
（Ａ）ｐＧＢＭ（＃１０６、上図；＃０５８、下図）からのＣＤ１３３＋下位集団のＦＡ
ＣＳをベースとする同定および分類を示す。ＣＤ１３３＋細胞の個々の度数はパネル内で
示されることに留意する。（Ｂ）ガンボギン酸（ＩＭＣ５０、上図）およびガンボギン酸
アミド（ＩＭＣ５０、下図）に１回暴露した５日目に測定された、ＣＤ１３３－陽性　対
　ＣＤ１３３－陰性ｐＧＢＭ細胞の相対的代謝活性および細胞密集度を示す。ガンボギン
酸アミドの適用に応答するＣＤ１３３＋細胞の選択的感受性に留意する。
【図２０】ガンボギン酸アミドは広域スペクトルのｐＧＢＭの細胞生存性を効果的に阻害
する。１７のｐＧＢＭ（表示される番号）の、化合物（指示される濃度）に暴露した５日
目の薬力学的解析を示す。ＩＭＣ５０値は７８ｎＭ～５１４ｎＭの範囲であった。
【図２１】ガンボギン酸アミドの薬力学的解析データの層別化を示す。（Ａ）代謝活性を
対照の５０％レベルまで減少させる濃度を表すＩＭＣ５０値の範囲を示す。データを市販
のグリオーマ／ＧＢＭ細胞株（青色：ＬＮ２２９、Ｔ９８Ｇ、Ｕ８７、Ｕ１３８およびＵ
３７３細胞）および１７のｐＧＢＭより集めた。（Ｂ）臨床的に関連する下位群の患者に
よるｐＧＢＭデータの層別化を示す。該グラフは、腫瘍の中心　対　末端から、原発性　
対　再発性疾患から、ＭＧＭＴプロモータ高メチル化　対　非メチル化試料から、野生型
（ｗｔ）ｐ５３　対　変異ｐ５３から、および野生型（ｗｔ）ＮＦＫＢＩＡ　対　欠失遺
伝子型ＮＦＫＢＩＡから由来のｐＧＢＭにおける個々のＩＭＣ５０値の一対比較（コード
化形状）を示す。ガンボギン酸アミドのＩＭＣ５０値はこれらの下位群の間で大きく変化
せず、該化合物の広範な利用性を示唆することに留意する。
【実施例】
【００９９】
実施例１
組織サンプル
　腫瘍組織をボン大学、メディカルセンターの脳神経外科でのＧＢＭ手術より得た。実験
は地域倫理委員会により承認され；患者はすべてインフォームド・コンセントを受けた。
すべての生検サンプルの組織分類は世界保健機関の最新の区分（Louisら、ActaNPT2007）
に基づいて実施され、ボン大学、メディカルセンターの脳神経外科（the National Refer
ence Center of Neuropathology）にいる独立した２人の神経病理学者により確認された
。
【０１００】
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【０１０１】
組織処理および初代培養
　生検サンプルは切除した３０～６０分後に受け取り、その後で該組織を滅菌条件下で３
種の表示フラクションに切断した。１のフラクションを組織解析用に４％パラホルムアル
デヒド（ＰＦＡ）で固定し、第二フラクションを分子解析用に液体窒素での即時凍結（sn
ap freezing）に供し、第三フラクションを０．２５％トリプシン緩衝溶液および先端熱
加工されているパスツール・ピペットを用いて緩やかにトリチュレート（titurate）し、
単個細胞懸濁液を調製した。該単個細胞懸濁液を６ｃｍのラミニン／ポリ－Ｌ－オルニチ
ンをコートしたプラスチック皿に入れた増殖性培地（ＰＲＯＬ；Leeら、2006に記載の組
成）にて細胞増殖のための接着性培養条件でプレーティングさせた。プレーティングの際
に２０ｎｇ／ｍｌのＥＧＦ／ｂＦＧＦが付与され、その後は一日おきに１０ｎｇ／ｍｌの
ＥＧＦ／ｂＦＧＦが添加された。接着細胞を４－７日毎に１：２または１：３の割合で連
続継代することで繁殖させた。
【０１０２】
ニューロスフェア検定
　以前の研究（Schefflerら、2005）に基づいて、１ｘ１０４細胞／ｃｍ２の単個細胞懸
濁液を、２０ｎｇ／ｍｌのＥＧＦ／ｂＦＧＦが付与されている１％メチルセルロース含有
のＰＲＯＬ培地に稀釈させ、非接着性培養皿に接種した。ついで、一日おきに１０ｎｇ／
ｍｌのＥＧＦ／ｂＦＧＦを添加した。ニューロスフェアを培養して２１日目に定量し、単
個細胞懸濁液にトリチュレートし、それを同じ条件下でプレーティングし、第二またはよ
り高度のニューロスフェアの形成を解析するために使用した。多能性を解析するために、
３°ニューロスフェアの表示フラクションを用いた。ニューロスフェアをラミニン／ポリ
－Ｌ－オルニチンをコートしたガラス製カバースリップ上にプレーティングし、結合した
後に、ミトゲンを欠くＰＲＯＬ培地を提供し、２－３週間培養して分化させ、ＰＦＡ固定
および免疫蛍光解析に供した。
【０１０３】
蛍光解析
　培養細胞の免疫蛍光解析は、４％ＰＦＡ固定のサンプルについて、ｐＩＩＩチュブリン
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（Promega, Mannheim, Germany；マウスモノクローナル、１：１０００）、ＣＮＰａｓｅ
（Millipore, Schwalbach, Germany；マウスモノクローナル、１：３００）およびＧＦＡ
Ｐ（DAKO, Hamburg, Germany；ウサギポリクローナル、１：６００）に対する抗体を用い
て、標準プロトコル（Schefflerら、2005；Goetzら、2006）に従って行われた。細胞核を
ＤＡＰＩ（Sigma）で標識化することで可視化した。
【０１０４】
ウェスタンブロット解析
　細胞を指示される濃度の化合物と一緒に２４時間インキュベートした。細胞の抽出物を
記載（Wiechenら、2001）に従って調製し、処理した。ウェスタンブロットの膜を、サイ
クリン－Ｄ１（１：１０００； BD  Pharmingen、 Heidelberg、 Germany）、Ｈｓｐ－７
０（１：１０００）、開裂したノッチ１（cleaved-Notch 1）（１：１０００）、ホスホ
－Ｓ６蛋白（１：１０００）、ｐＩｋＢ（１：１０００）、ホスホ－カテニン（Ｓｅｒ３
３／３７／Ｔｈｒ４１）（１：１０００）、ホスホ－ＩＫＢａ（Ｓｅｒ３２）（１：１０
００）およびｐ８５／ｐ５５－ＰＩ３Ｋ抗体（１：１０００；すべてCell signaling、Fr
ankfurt am Main, Germany）と一緒に４℃で一夜インキュベートした。広範に洗浄した後
、ペルオキシダーゼ結合第二抗体（SantaCruz、Heidelberg、Germany）を１時間添加した
。洗浄後、ブロットをＥＣＬシステム（AmershamPharmacia、Buckingshamshire、UK）を
用いて発色させた。均等な負荷を確認するのに、ブロットをｐ－アクチン抗体（Sigma、D
eisenhofen、Germany）で再び証明した。
【０１０５】
増殖速度
　６ｃｍ皿で処理した５日後に、４７，０００個の生活細胞を３．５ｃｍのラミニン／ポ
リ－Ｌ－オルニチンをコートしたプラスチック製皿にプレーティングした。プレーティン
グの際に２０ｎｇ／ｍｌのＥＧＦ／ｂＦＧＦが付与され、その後は一日おきに１０ｎｇ／
ｍｌのＥＧＦ／ｂＦＧＦが添加された。４ないし６日後に、接着細胞をトリプシン処理に
付し、収穫し、計数し、４．７ｘ１０４個の細胞の密度でプレーティングした。この操作
を４～５継代繰り返した。平均値を標準誤差と共に示す。
【０１０６】
フローサイトメトリー
　６ｃｍ皿で化合物処理した４日後に細胞を集めた。１ｘ１０５個の細胞を遠心分離によ
り堆積させ、１００μｌのアネキシンＶ緩衝液（BD Bioscience、Heidelberg、Germany）
に再び懸濁させ、５μｌのアネキシンＶ－ＦＩＴＣ（BD Bioscience、Heidelberg、Germa
ny）と共に室温で１時間インキュベートした。生存細胞と死亡細胞を分けるのに、１．２
μｇ／ｍｌのビスベンズイミドＨ３３２５８（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）での標
識化を利用した。ＦＡＣＳＤｉｖａソフトウェア（BD Bioscience, Heidelberg, Germany
）を備えたＬＳＲＩＩにおいて標準条件を用いて発現を測定した。各々の測定では、２０
，０００個の細胞を計数した。アネキシンＶ陽性細胞、アネキシンＶおよびＨ３３２５８
陽性細胞ならびにＨ３３２５８陽性細胞は非生活細胞（avital cell）と称された。
【０１０７】
薬物スクリーニング
　Microsource Discovery Systems, Inc.、Gayordsville, CT, USAより入手された種々の
化合物をスクリーニングに付した。スクリーニングの前に、各細胞株を別々に細胞数につ
いて滴定し、細胞増殖が実験を通して線形対数期に残るようにした。２－３ｘ１０３個の
細胞／ウェルをラミニン／ポリ－Ｌ－オルニチンをコートした９６－ウェルプレートに播
種した２４時間後に、初代培養物を２ｎＭ、１μＭまたは１０μＭの各化合物（ＤＭＳＯ
中１０ｍＭストック溶液）で処理した。対照として、本発明者らは細胞を５０μＭおよび
５００μＭのテモゾロマイド（ＴＭＺ、SigmaAldrich, Taufkirchen, Germany；ＤＭＳＯ
中１００ｍＭのストック溶液）で処理した。対照細胞を０.５－０.０１％ＤＭＳＯで処理
した。処理した６日後に、細胞の生存をアラマーブルー（登録商標）アッセイを用い、製
造業者（Invitorgen, Karlsruhe, Germany）の指示に従って測定した。蛍光をインフィナ
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イト（Infinite）２００マイクロプレートリーダー（Tecan, Crailsheim, Germany）を用
い、Ｘｅｘ＝５４０ｎｍおよびＸｅｍ＝５９０ｎｍで測定した。実験は各サンプルについ
て３回重複して行われた。
【０１０８】
　プリスチメリンおよびニクロサミドの薬力学的解析には、５ｘ１０４個の細胞を、表示
される濃度で処理される前に、１２ウェルのプレートにプレーティングした。処理から５
日経過した後、細胞の生存をアラマーブルー（登録商標）検定によりモニター観察した。
実験は３回重複して実施された。ＩＣＭ５０は、実験条件下で代謝活性を５０％まで減少
させる濃度である。
【０１０９】
　さらなる実験のために、初代ＧＢＭ細胞を、ラミニン／ポリ－Ｌ－オルニチンをコート
した６ｃｍ皿に、４０－５０％密集度でプレーティングした。細胞を表示される濃度のプ
リスチメリンおよびニクロサミドで処理した。対照細胞を０．１％ＤＭＳＯで処理した。
【０１１０】
結果と考察
　細胞毒性および細胞増殖抑制性化合物を同定するために、本発明者らは４つの異なる患
者に特異的な初代ＧＢＭ培養にてインビトロ薬物スクリーニング検定を行った（研究標体
の基本的な特性評価については表１を参照のこと）。
【０１１１】
　化合物ライブラリーを３種の異なる濃度（１０μＭ、１μＭ、２ｎＭ）でスクリーニン
グした。化合物と共に５日間インキュベーションした後に、相対的代謝活性を決定した。
（１μＭ）データセットを図１に示す。この濃度で、３１種の化合物が相対的代謝活性を
ＤＭＳＯ処理対照の５０％以下に減少させたため（図１の上図；赤色バー）、それらはヒ
ット体として適任である。参考までに、本発明者らは、該細胞に対して現行の標準的な化
学療法用のＧＢＭ薬である、５０μＭ（血漿中の報告されているピーク濃度）および５０
０μＭのテモゾロマイド（ＴＭＺ、Beierら、2008に記載されるとおりである）を適用し
た。５０μＭのＴＭＺの適用は１７％（橙色線）の減少をもたらすのに対して、５００μ
ＭのＴＭＺは患者の特異的な４種の初代細胞の相対的代謝活性を６３％のレベルにまで減
少させた（平均データ、青色線；図１の上図）。かくして、スクリーニングした化合物の
うちの３９種、６１種の化合物が、１μＭの濃度で、各々、５００、５０μＭの濃度のＴ
ＭＺよりも患者に特異的なＧＢＭ細胞の活性にてより大きな代謝活性の減少を生じさせた
。しかしながら、主たるスクリーニングのセッティングにて「ヒット体」は、相対的代謝
活性をＤＭＳＯ処理の対照細胞の５０％のレベルより下に減少させるものとして定義され
ている。患者に特異的な４種のＧＢＭ初代細胞より由来の平均データの解析を基づき、ス
クリーニングされた化合物の集合体のうち３１種の化合物がこの定義を満たした（図１）
。しかしながら、代謝阻害の程度は試験した個々の研究標体の間で変化した。３１種の「
ヒット体」のうち２６種の化合物だけがすべての患者に特異的なケースにて５０％より下
に代謝活性を減少させた（図１，下図）。
【０１１２】
　患者に特異的な４種の初代ＧＢＭ細胞標体と比較するために、本発明者らは創薬のセッ
ティングにて頻繁に研究される市販のグリオーマ細胞株Ｕ８７を利用した（図２）。興味
深いことに、患者に特異的な「ヒット体」化合物のうち９種（すなわち、プリスチメリン
、テニポシド、フロキシウリジン、塩酸アンシタビン、ニクロサミド、チオグアニン、ロ
テノン、メトトレキセート、ピクロポドフィロトキシン）はＵ８７の相対的代謝活性の＞
５０％減少をもたらさなかった（図２、下図）。反対に、一の化合物（フィジシオン（Ph
ysicion））だけが、初代ＧＢＭ細胞に影響を及ぼすことなく、Ｕ８７代謝活性に対して
有意な影響を示した。
【０１１３】
　もう一つ別の対照として、薬理耐性のてんかんに罹患している患者（患者＃１５５）か
ら得た初代細胞を評価した。Ｕ８７細胞株と同様に、１５５細胞は３１種の「ヒット体」
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化合物に暴露された場合に、一般により耐性の表現型を示した（図３）。これらの化合物
のうち１１種（５　硫酸ビンクリスチン、エメチン、パクリタキセル、１０－ヒドロキシ
カンプトテシン、カンプトテシン、テニポシド、フロキシウリジン、ニクロサミド、チオ
グアニン、ロテノン、メトトレキセートおよびピクロポドフィロトキシン）は＃１５５細
胞の代謝活性に対してほとんど効果を示さなかった（図３、下図）。４種の化合物（サイ
トカラシンＤ、ホルボール・ミリステート・アセテート、カンタリジン、２，３－ジクロ
ロ－５，８－ジヒドロキシナフトキノン）は＃１５５細胞の代謝活性を有意に減少させた
が、ＧＢＭ初代細胞に対しては有意な効果がなかった（図３、上図）。
【０１１４】
　３１種の「ヒット体」のうち以下に示される数種の化合物はさらなる検証より除外され
た：（ｉ）グリオーマ療法の臨床適用に使用される／使用されている化合物、すなわち、
ダウノルビシン、塩酸ミトキサントロン、硫酸ビンクリスチン、パクリタキセル、１０－
ヒドロキシカンプトテシン、ドキソルビシン、テニポシド、硫酸ビンブラスチン、フロキ
シウリジン、チオグアニンおよびメトトレキセート；（ｉｉ）グリオーマについての臨床
試験にて研究される／されている化合物、すなわち、ダクチノマイシン、１０－ヒドロキ
シカンプトテシン、マイトマイシンＣおよびシタラビン；または（ｉｉｉ）ヒトまたは動
物にて有意な毒性を示す化合物、すなわち、チメロサール、酢酸フェニル水銀、コルヒチ
ン、カンプトテシンおよびロテノン。
【０１１５】
　１２種の候補化合物（すなわち、ガンボギン酸アミド、ガンボギン酸、プリスチメリン
、塩酸エピルビシン、エメチン、ウアバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニク
ロサミド、アムサクリン、塩酸アクラビン、ピクロポドフィロトキシン）はさらなる検証
実験に生き残った。これらはすべて、ＧＢＭ化学療法のセッティングのための新規な可能
性のある候補化合物を示す。
【０１１６】
プリスチメリン検証実験
　プリスチメリンは、ニシキギ科（Celastraceae）およびトチノキ科（Hippocrateaceae
）にて見出すことのできる天然に存するトリテルペノイドである（Buffa Filhoら、2002
； Chenagら、2003；Niampokaら、2005）。それは抗炎症、抗酸化、抗マラリアおよび殺
虫プロセスを誘発しうる（Sassaら、1994、Dirschら、1997；Figueiredoら、1998；Avill
aら、2000；Luoら、2005）。用量応答様式にて、トリテルペノイドは細胞保護性、腫瘍分
化誘導、細胞増殖停止およびアポトーシス作用（Suhら、1999；Suhら、2003；Jiら、2006
）。プリスチメリンは骨髄腫のＮＦ－κＢシグナル伝達作用を遮断しうる（Tiedemannら
、2009；Luら、2010）。ＮＦ－κＢシグナル伝達作用は細胞増殖、炎症、遊走およびアポ
トーシスに関連付けられ、ＮＦ－κＢシグナル伝達経路の構造的活性化作用はＧＢＭのホ
ールマーク特性として記載されている（Yamamotoら、2000；Nozellら、200）。また、放
射線療法および化学療法の細胞機構における関連性も報告されている（EylerおよびRich
、2008）。かくして、本発明者らはプリスチメリンがＮＦ－κＢシグナル伝達カスケード
の阻害を介して抗ＧＢＭ活性を発揮すると仮定した。
【０１１７】
　プリスチメリンはＧＢＭ一次細胞にてアポトーシスを誘発する。４種の患者特異的細胞
サンプルでのプリスチメリンの適用はすべてのケースで代謝活性の極めて強い減少をもた
らした（０２３＝９０％；０３５＝９７％；０４６＝７８％；１０６＝９７％；図１の下
図）。プリスチメリンの血漿中ピーク濃度は未だに不明であるため、本発明者らは７０ｎ
Ｍ～１０μＭの範囲の濃度を調査した（図５）。これらの条件下で、プリスチメリンは約
５００ｎＭの中央ＩＣＭ５０（代謝活性の最大阻害濃度の半分）で強力に細胞毒性を示す
（図５ａ、ｂ、ｄ）。
【０１１８】
　これらの効果は、同様の結果を生じさせる独立した供給業者より購入されたプレスチメ
リンの解析（Sigma；図５ｂ）に基づいて、化合物特異的であると実証することができた
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。さらなる実験のために、プリスチメリンを１μＭ濃度で適用した（図６）。アネキシン
ＶをベースとするＦＡＣＳ解析は５日間のプリスチメリン暴露が健全なアポトーシス誘発
をもたらすことを示した。８つの調査された患者に特異的なＧＢＭ初代培養物のうち７つ
で、全細胞の５０％より多くが非生活細胞として分類され得た（図６；＊＊＊ｐ＜０.０
０l、その対応する対照細胞との比較）。
【０１１９】
　しかしながら、プリスチメリンの単回適用は、細胞増殖の完全な停止をもたらすもので
はなかった。プリスチメリンの適用を生き延びた細胞は対数尺度で直線的に増殖する。最
初に最長で１０日間続く細胞増殖の遅延がある。しかしながら、その後で、本発明者らの
調査したすべての患者に特異的なＧＢＭ初代培養物、ならびにその個々のＤＭＳＯ対照は
大いに増殖し続けた（図７）。
【０１２０】
　代替的解析ツールとしての細胞密集度をモニター観察するのに、本発明者らは、Cella 
Vistasystem（Roche Diagnostics、Mannheim）を利用した。プリスチメリンの単回用量の
適用は、成長速度を解析するのに比較しうる、細胞密集度の大きな初期減少をもたらした
。化合物を適用した後で１０日目までは、生存細胞は増殖活性を呈しない（図８）。
【０１２１】
　さらには、プリスチメリンの単回投与は、クローン形成細胞、すなわち、ニューロスフ
ェア形成細胞の度数を３０－６０％まで減少させた（図９ａ、ｂ）。クローン形成細胞の
枯渇は１ｍＭの濃度で観察されなかった。クローン形成細胞は常に自己複製可能であり、
未成熟なニューロンおよび星状細胞を生じさせる高次ニューロスフェアを形成することが
できた（図９ｃ）。これらの知見はプリスチメリンがＧＢＭ癌幹細胞を選択的に阻害して
いないことを示す。プリスチメリンは、用量依存的様式にて、幹細胞特性を有する、およ
び有しないＧＢＭ細胞の活性をかなり減少させている。
【０１２２】
　次に、ウェスタンブロット解析を行い、アポトーシス誘発機構を明らかにした。データ
はプリスチメリンの適用が検出可能なサイクリンＤ１およびホスホ－１κＢαシグナルの
喪失をもたらすことを実証する（図１０）。また、骨髄腫の実験（Tiedemannら、2009）
と比較可能である、熱ショック蛋白７０（ＨＳＰ７０）発現の強い誘発がこのサンプルに
て観察された（図１０）。
【０１２３】
　プリスチメリンのＧＢＭ阻害活性が３Ｄ培養システム、すなわち非接着培養の状態にて
確認された（図１１）。アンカレッジの除去（anchorage-withdrawal）の下、ＧＢＭ細胞
はニューロスフェアを形成し、その代謝応答パターンを研究することでより耐性な表現型
が明らかとなった。しかしながら、これらの培養条件下で培養されたＧＢＭ細胞は、プリ
スチメリンの単回用量の適用（平均ＩＣＭ５０＝１．１μＭ）で効果的に阻害され得る。
【０１２４】
　最後に、再発性疾患から由来のＧＢＭ細胞は放射線照射および化学療法の耐性が原因で
あると示唆されている（Raoら、2003）ため、本発明者らは２つの個々の患者特異的ケー
ス（患者番号９１ＨＺおよび１１８ＲＺ）を調べた。両ケースで、１μＭのプリスチメリ
ンの単回用量の適用は代謝活性をほぼ完全に喪失させた（図１２）。
【０１２５】
結論
　総合的に、本発明のデータは、３１種の化合物がＧＢＭ療法にて新規候補体としての可
能性があることを確立する。これらの化合物のうち、検証実験には、１２種の化合物（す
なわち、ガンボギン酸アミド、ガンボギン酸、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、エメ
チン、ウアバイン、塩酸アンシタビン、塩酸キナクリン、ニクロサミド、アムサクリン、
塩酸アクラビン、ピクロポドフィロトキシン）が特に適していた。とりわけ、ガンボギン
酸、ガンボギン酸アミド、プリスチメリン、塩酸エピルビシン、エメチンおよびニクロサ
ミドが極めて効果的な抗ＧＢＭ治療剤である。プリスチメリンは原発性および再発性疾患
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のセッティングにおけるＧＢＭ療法にて優れた新規な候補化合物を示す。ヒト患者に特異
的なＧＢＭ細胞の効果的な阻害は約１μＭの濃度で発揮され得る。プリスチメリンは幹細
胞特性のある、またはないＧＢＭ細胞にてアポトーシスを誘発し、ＮＦ－κＢシグナル伝
達を阻害し、Ｈｓｐ７０の発現を誘発する。
【０１２６】
実施例２
　２つの構造的に関連する分子、すなわちガンボギン酸アミド（ＧＡＡ）およびガンボギ
ン酸（ＧＡ）を検証に選択した。ＧＡＡおよびＧＡは共に、１μＭの濃度で適用した場合
に、患者に特異的な原発性ヒトグリア芽腫細胞（ｐＧＢＭ）の細胞生存性を対照の５０％
以下のレベルまで阻害しうることを示した。
【０１２７】
　一次スクリーニングより得られる結果を検証するのに、これらの化合物を独立した供給
業者より購入した（図１３）。ｐＧＢＭの代謝活性を対照の５０％レベルにまで減少させ
る濃度（ＩＭＣ５０）を決定することで薬力学的解析を行った。比較可能な用量応答曲線
が認められる一方で、ＧＡＡの阻害活性は常により低い濃度で生じた（図１４）。各サン
プルについて３回の解析を行った。さらに解析するために、ｐＧＢＭを個々の化合物をイ
ンビトロで単回適用した５日後に集めた。サイトメトリー解析は、両方の化合物について
、強度の細胞毒性と、ほんの適度の細胞増殖抑制性の抗ｐＧＢＭ作用を示した（図１５お
よび１６）。
【０１２８】
　次の一連の実験にて、本発明者らは、化合物の、腫瘍始原細胞（ＴＩＣ）の活性に対す
る影響を測定することに狙いを定めた。ＴＩＣは、少なくともヒトグリア芽腫にて、腫瘍
内異質性の重大な機能的結果を具現化し、幹様細胞、すなわち自己複製性および多能性細
胞の小部分母集団により表されると考えられる（例えば、StiesおよびRowitch、2008；Zh
ouら、2009）。以前の研究にて、本発明者らは、５－１０回培養継代したｐＧＢＭで、そ
の度数を０．２５～１％の範囲にて確立した（Glasら、2010を参照のこと）。化合物誘発
のｐＧＢＭにおける自己複製性および多能性細胞への改変の可能性を評価するために、ニ
ューロスフェアアッセイ（ＮＳＡ）を近年記載されるように適用させた（Schefflerら、2
005；Glasら、2010）。異種ｐＧＢＭサンプルを（番号０４６、０７８、１０６）を化合
物に暴露し、５日目に生存細胞を集め、非接着性条件下、ＮＳＡ（ニューロスフェアアッ
セイ、方法を参照のこと）にて処理した。このアッセイにおける第一、第二および第三ス
フェアの定量化および分化はＧＡ誘発の改変がないことを示す。反対に、ＧＡＡの単回適
用は、意外にも、ｐＧＢＭの中で自己複製性、多能性細胞の度数がかなり減少することを
示した（図１７）。ＤＭＳＯ対照の、または個々の化合物で前処理した３°ニューロスフ
ェアからの細胞のプレーティングおよび分化は、ＧＦＡＰ発現の星状細胞およびベータＩ
ＩＩ発現のニューロン表現型を示した。これらの結果は生存細胞の多能性が変化していな
いことを示す。
【０１２９】
　したがって、ＧＡＡだけがｐＧＢＭの中で腫瘍形成細胞のフラクションを減少させたと
推測したくなった。同所性異種移植実験はこの仮説を実際に確認した（図１８）。統計解
析はＧＡＡで前処理されたｐＧＢＭを受理した動物の生存を有意に増加させることを暗示
した。この効果はＧＡで前処理された細胞では明瞭ではなかった。総合的に、これらのデ
ータは、ＧＡとは異なり、ＧＡＡが幹様癌細胞／ＴＩＣを効果的に枯渇させ、ｐＧＢＭ中
で活性を開始する腫瘍の有意な減少を惹起させることを暗示した。
【０１３０】
　ＧＡＡの癌幹細胞特異的阻害活性をさらに裏付けるために、本発明者らはｐＧＢＭより
ＣＤ１３３－陽性および－陰性細胞集団を選択した（図１９）。ＣＤ１３３＋細胞はグリ
ア芽腫サンプル中で少数の腫瘍形成性幹様表現型を示すことが知られている（（Singhら
、2004）。ＣＤ１３３＋　対　ＣＤ１３３－のｐＧＢＭについてＧＡＡおよびＧＡによっ
て誘発される阻害作用を比較して評価し、本発明の仮説を確認した。同一患者のサンプル
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より単離されたＣＤ１３３－集団と比べて、ＧＡＡの適用はＣＤ１３３＋細胞の中で細胞
の増殖および生存を有意に大きく減少させた（３回の解析）。同様の選択的阻害作用はＧ
Ａについては明らかにされなかった。
【０１３１】
　総合的に、これらのデータは癌幹細胞に特異的な細胞毒性化合物としてのＧＡＡを顕在
化させる。
【０１３２】
　ＧＢＭを特徴付ける細胞および遺伝的多様性を考慮して、本発明者らは次に、１１人の
患者から誘導される１７種のｐＧＢＭサンプルにおけるＧＡＡ薬理作用を調査した（サン
プルおよび患者のデータの一覧については表２を参照のこと）。ＧＡＡの大きな阻害活性
は、ＩＭＣ５０が７８ｎＭ（＃１３２）～５１４ｎＭ（＃１０６）の範囲にある、調査し
たすべての細胞株で明らかにすることができた（図２０）。標体として使用される５種の
市販のグリオーマ／ＧＢＭ細胞株（ＬＮ２２９、Ｔ９８Ｇ、Ｕ８７、Ｕ１３８およびＵ３
７３、方法を参照のこと）より比較結果を得た。次に、ＧＡＡの薬力学的作用の一対比較
をｐＧＢＭで行い、重要な臨床データ群に係る結果を分類した（Bredelら、2011；Glasら
、2010；Simpsonら、2006；Wellerら、2010）。グリア芽腫サンプルは、（ｉ）同一患者
の腫瘍の中心領域　対　末端領域から、（ｉｉ）同一患者の原発性　対　再発性疾患から
、（ｉｉｉ）ＭＧＭＴプロモータ高メチル化　対　非メチル化組織から、（ｉｖ）野生型
ｐ５３　対　変異ｐ５３サンプルから、および（ｖ）野生型ＮＦＫＢＩＡ　対　欠失遺伝
子型ＮＦＫＢＩＡから誘導される。ＧＡＡはこれらのサンプルをすべて同様の程度まで阻
害するようである（図２１）。
【０１３３】
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【表２２】

【０１３４】
　総合的には、これらのデータは、本発明の一次スクリーニング結果により、ＧＡＡが極
めて効果的な細胞毒性の抗ｐＧＢＭ化合物として働き、優先的には腫瘍形成、癌幹様表現
型細胞を標的とすることを確認し、検証した。
【０１３５】
試薬
　以下の試薬はこの実験のために購入された：アラマーブルー（alamarBlue）（登録商標
）、ヨウ化プロピジウム、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（登録商標）固定可能な死細胞株染色キッ
トおよびヘキスト３３３４２（Life Technologies）；ガンボギン酸（Sigma-Aldrich）；
ガンボギン酸アミド（Enzo Life Sciences）。
【０１３６】
マウス
　ボン大学、メディカルセンターの倫理委員会は動物を含むあらゆる実験を承認した。Ｒ
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ａｇ２Ｉｌ２ｒｇ－／－マウスを、the National Institute of Allergy and Infectious
 Diseases' investigators（Caoら、1995）の請負業者である、Taconic Farm Inc.より入
手した。
【０１３７】
組織サンプル
　腫瘍組織はＧＢＭの手術に由来した。患者の特徴は追加表１に詳細に記載されている。
地域倫理委員会は該実験を個々に承認しており；患者はすべてインフォームド・コンセン
トを受けた。組織診断および分類は世界保健機関の最新の区分（Louisら、2007）に基づ
き、ボン大学、メディカルセンターの脳神経外科（the National Reference Center of N
europathology）にいる独立した２人の神経病理学者により確認された。
【０１３８】
組織処理および初代細胞の培養
　新たな生検の処理およびｐＧＢＭの誘導化（Glasら、2010）は、最近の記載に従って行
われた。ｐＧＢＭサンプルの培地条件が記載されている（Glasら、2010；Leeら、2006）
。データは７～１０回の培養継代で得られた。
【０１３９】
薬力学的解析
　薬力学的解析のために、５ｘ１０４個の細胞を１２ウェルのプレートに２４時間プレー
ティングし、一連の化合物を適用した。処理を行った５日目に、アラマーブルー（登録商
標）をベースとする解析を行った。実験は３回繰り返して行われた。ＩＭＣ５０は対照の
症状と比べて代謝活性を５０％まで減少させる化合物の濃度として規定され、グラフパッ
ド・プリズム（GraphPad Prism）４.０のデータ解析を通して決定された。
【０１４０】
細胞周期解析
　細胞（５ｘ１０４個／ウェル）を１２－ウェルプレートで増殖させ、表示される時点で
処理した後に集めた。細胞をリン酸塩緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に再び懸濁させ、氷冷メ
タノールで固定し、４℃で少なくとも２４時間インキュベートした。細胞ペレットを遠心
分離により集め、５０μｇ／ｍｌのヨウ化プロピジウムおよび５０μｇ／ｍｌのＲＮａｓ
ｅを含有する、ＰＢＳ溶液に再び懸濁させた。３７℃で３０分間インキュベートした後、
細胞をＦＡＣＳキャリブル・フローサイトメーター（calibur flow cytometer）（BD Bio
science）を用いてＤＮＡ含量について解析した。
【０１４１】
ｃＰＡＲＰをベースとするＦＡＣＳ解析
　１ｘ１０５個の細胞を化合物を加えた５日目に集め、遠心分離で沈殿させ、１００μｌ
のＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ固定可能な死細胞株染色ＦａｒＲｅｄに再び懸濁させ、４℃で３０
分間インキュベートした。ついで、細胞を氷冷したＰＢＳ中４％（ｗ／ｖ）パラホルムア
ルデヒドに１０分間固定し、０.５％トリトンＸ－１００で５分間透過化処理した。次に
、細胞懸濁液をＦＩＴＣ結合したｃＰＡＲＰ抗体（BD Bioscience；１：５稀釈）を用い
て室温で３０分間染色した。生細胞と死細胞を分けるのに、１．２μｇ／ｍｌのヘキスト
（Hoechst）３３２５８を用いる標識化を利用した。ＦＡＣＳＤｉｖａソフトウェア（BD 
Bioscience）を備えたＬＳＲＩＩで標準条件を用いて発現を測定した。測定に付き２０.
０００個の細胞を計数した。
【０１４２】
ニューロスフェア検定
　確立されたプロトコル（Glasら、2010；Schefflerら、2005）に基づいて、自己複製性
クローン形成細胞の度数を推測するのに、ニューロスフェア検定を行った。ニューロスフ
ェアを培養して２１日目に定量し、単個細胞懸濁液にトリチュレートし、第二または第三
のニューロスフェアを解析するために再びプレーティングした。３°ニューロスフェアの
表示フラクションをラミニン／ポリ－Ｌ－オルニチンをコートしたガラス製カバースリッ
プ上にプレーティングし、２－３週間分化させ、４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）に
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固定することで多能性を決定した。
【０１４３】
蛍光解析
　免疫蛍光解析は、ＰＦＡ固定のサンプルについて、ｂＩＩＩチュブリン（Promega；モ
ノクローナルマウス、１：１０００）およびＧＦＡＰ（DAKO；ポリクローナルウサギ、１
：６００）に対する抗体を用いて、標準プロトコル（Schefflerら、2005）に従って行わ
れた。細胞核をＤＡＰＩ（Sigma）を用いて可視化した。
【０１４４】
ＣＤ１３３＋およびＣＤ１３３－細胞の分離
　蛍光励起細胞分離（ＦＡＣＳ）のために、細胞をＣＤ１３３／２－ＰＥまたはＣＤ１３
３／２－ＡＰＣ（共に１：２０；Miltenyi Biotech）で染色し、ＢＤ　ＦＡＣＳ　ＤｉＶ
ａ　Ｃｅｌｌ　Ｓｏｒｔｅｒ（Becton Dickinson）で分取した。
【０１４５】
腫瘍異種移植実験
　細胞を収穫し、カウントして、０.１％ＤＮａｓｅ／ＰＢＳに再び懸濁させた。細胞生
存性はトリパンブルー色素排除法を介して確認された。１０６個のＤＭＳＯ対照－、ガン
ボギン酸またはガンボギン酸アミド－で前処理されたｐＧＢＭを１２週齢のＲａｇ２Ｉｌ
２ｒｇ－／－マウスの線条体中に定位的に注射した（前部０.８ｍｍ、側部２ｍｍ、深部
３ｍｍ）。マウスを毎日モニター観察し、苦痛／神経学的徴候の兆しまたは有意な体重喪
失が示されればマウスを殺した。その後の組織学的解析のために、脳を摘出し、凍結防止
剤で処理し、クリオスタット（Leica）上で２０μｍ厚に連続して切断した。腫瘍形成の
組織学的解析のために、５個の切片毎に慣用的なＨ＆Ｅ染色操作に供した。
【０１４６】
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